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Introduction

Le cytomégalovirus humain (CMVH) est un virus ubiquitaire dont la
séroprévalence au niveau mondial varie entre 50 et 90% selon le contexte socio-
économique. Ce virus, persistant a I'état latent chez les sujets immunocompétents,
est responsable de pathologies potentiellement graves chez les sujets
immunodéprimés tels les personnes infectées par le VIH au stade SIDA et les
transplantés. Ce virus est aussi la premiére cause d’infection virale congénitale, le
risque étant plus important dans le cadre d’'une primo-infection chez la femme
enceinte et variant avec le stade de la grossesse. Du fait de ses interactions avec le
métabolisme cellulaire, le rdle du CMVH dans la genése de tumeurs cérébrales a

également été suggéré (Lucas et al., 2011).

Il existe a ce jour peu de traitements contre le CMVH, et tous les traitements
disponibles en routine sont virostatiques, ciblant '’ADN polymérase virale pUL54. De
plus, leur administration prolongée chez les personnes immunodéprimées favorise
I'’émergence de résistances. Par ailleurs, leurs effets secondaires hématologiques ou
rénaux, contre-indiquent leur administration chez la femme enceinte. La nécessité de
traitements pour prévenir les conséquences de l'infection congénitale et pour traiter
les patients immunodéprimés en cas de résistance font de la recherche de nouvelles

thérapeutiques anti-CMVH une priorité.

Dans le cadre de ce travail de thése nous nous sommes intéressés a
I'utilisation d’inhibiteurs de la cyclooxygénase-2 (COX-2), dérivés de molécules

flavonoidiques. En effet, le CMVH est retrouvé dans certaines tumeurs (Lucas et al.,
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2011) et la capacité du virus a moduler certaines voies oncogénes (Barami, 2010)
(Cinatl et al., 2004) lui permet d’augmenter sa propre réplication. L’inhibition de I'une
de ces voies, induite par 'enzyme COX-2 réduit l'infection virale in vitro (Speir et al.,
1998),(Zhu et al., 2002). Nous avons donc testé différents composés inhibant cette
voie, en testant tout d’abord leur toxicité, avant de déterminer leur efficacité sur
diverses souches de CMVH, et les avons associés avec d'autres inhibiteurs du
CMVH afin de trouver des combinaisons synergiques permettant de réduire les

doses de composés utilisés.

De nombreuses cellules peuvent étre infectées par le CMVH in vivo mais tres
peu sont permissives pour la réplication virale in vitro. Par ailleurs, I'étroite spécificité
d’espece du CMVH limite l'utilisation des modéles animaux. Le développement de
modéles de culture de tissus est donc tres utile pour I'étude de la réplication virale et
de son inhibition. Dans une deuxieme partie de ce travail de thése, nous nous
sommes intéressés a l'infection congénitale a CMVH et a l'utilisation d’'un modéle ex-
vivo afin de mieux comprendre les mécanismes impliqués lors de [linfection
placentaire et de tester des thérapeutiques anti-CMVH. Nous avons ainsi développé
et amélioré un modéle ex-vivo de placenta de premier trimestre au sein du

laboratoire UMR 1092.

L’'immunité maternelle joue un rdle important dans le maintien d'une
grossesse viable, et les changements des profils Th1/Th2 au cours des différents
trimestres sont un point essentiel a ce maintien. Le CMVH dérégule cette balance, et
ces altérations dans la production de cytokines peuvent étre impliquées dans les

dommages au foetus (Kovacs et al., 2007). Afin de mieux comprendre I'impact du

12



CMVH dans les changements de profils cytokiniques, nous avons effectué un
premier travail de comparaison entre premier et troisieme trimestre de grossesse via
le modéle ex vivo. Nous avons voulu également tester I'impact de différents
antiviraux sur I'expression de ces cytokines pro-inflammatoires, afin de déterminer
leur potentiel sur I'expression des cytokines dans des placentas infectés par le

CMVH.
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Chapitre 1: Le placenta humain
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Chez les mammiféres vivipares, le placenta joue un réle clé dans le maintien
de la grossesse et le développement foetal. Le placenta humain est hémochorial, ce
qui implique un contact direct entre sang maternel et les syncytiotrophoblastes
recouvrant les villosités, ainsi qu’avec les cytotrophoblastes présents dans les
vaisseaux utérins. Il est un lieu d’échange permanent entre la mere et I'enfant, et
permet le transport de lI'oxygene et des nutriments de la meéere au feetus, et le
transport du COz2 et des déchets depuis le foetus a la mére (Donnelly and Campling,

2014).

1. Morphologie du placenta humain

Le placenta est un organe discoide possédant deux surfaces bien distinctes;
du coté feetal se trouve la plaque chorionique ou est attaché le cordon ombilical et du
cbété maternel la plaque basale avec 'endométre maternel. Les villosités terminales
représentent le site le plus important pour les échanges materno-foetaux, et flottent
directement dans le sang maternel. Les artéres utérines passent prés de 'endométre

et de la plaque basale.

Jusqu’a la vingtieme semaine de grossesse, les villosités placentaires sont
constituées de quatre couches cellulaires : la surface externe des villosités cété
maternel est constituée de syncytiotrophoblastes, générés par la fusion de
cytotrophoblastes, ensuite se trouve une couche composée de cytotrophoblastes
entourant le mésenchyme, et enfin une couche endothéliale entourant les capillaires

foetaux.(Gude et al., 2004)
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Figure n° 1 Schéma représentant la structure du placenta a terme. Sont
représentés I'espace intervilleux (IVS), I'artére spiralée (SA), le cordon ombilical (UC) et les
villosités (VT) L'encadré montre en détail la structure des villosités placentaires, comprenant
les syncytiotrophoblastes (ST), les noyaux des syncytiotrophoblastes (N), les microvillosités
(MVM), la membrane basale (BPM) et les cellules endothéliales du capillaire feoetal
(FC).D’apres (Gaccioli et al., 2013)

Les cytotrophoblastes disparaissent au cours du second trimestre de
grossesse, ce qui a pour effet de rapprocher les capillaires foetaux du sang maternel
avec seulement les syncytiotrophoblastes pour les séparer. Entre le coeur stromal et

les cellules du mésenchyme se trouvent des macrophages appelés cellules de

Hofbauer (Maidji et al., 2002).
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2. Genése et développement du placenta

Le placenta est un organe hyperspécialisé issu du blastocyste. Son
développement et son maintien dépendent d’un profil d’expression de cytokines

particulier. Nous verrons ici les différentes étapes de son développement et les

différents effecteurs cytokiniques entrant en jeu tout au long de la grossesse.

Figure n°2: Développement du placenta. 1. Implantation du blastocyste dans
'endométre utérin. 2. Développement de la circulation sanguine et extension du
trophectoderme. 3. Formation des cavités dans 'endométre. 4. Le sang maternel remplit les
lacunes. 5. Mise en place de la circulation sanguine fcetale et des ébauches de villosités. 5.
Les villosités chorioniques et la circulation sanguine sont mises en place. 6. Le placenta est

achevé. Source: http://www.comparlimage.com/illustrations/medicales/
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2.1 Premier trimestre de grossesse

Une fois fécondé, le blastocyste va migrer dans l'utérus et s’orienter. Les
cellules du trophectoderme vont sécréter des protéases qui vont lyser la pellicule
entourant le blastocyste. Une fois celui-ci adhéré a la paroi utérine, les cellules du
trophectoderme vont s'immiscer entre les cellules épithéliales de 'endométre et vont
fusionner en syncytiotrophoblastes qui vont se multiplier et envahir la matrice de
'endomeétre maternel. La seconde couche, constituée de cytotrophoblastes va migrer
dans I'endométre ainsi que le cceur stromal (Bischof and Campana, 1996). L’activité
lytique des syncytiotrophoblastes permet la digestion des parois des capillaires de
'endomeétre. Le sang maternel va emplir les lacunes et des premiéres ébauches de

villosités se mettent en place.

Lors de la placentation, les cytotrophoblastes se différencient dans la
population de trophoblastes dans les Vvillosités d’ancrage et flottantes. Les
cytotrophoblastes présents dans les Vvillosités flottantes fusionnent en
syncytiotrophoblastes multi nucléaires, vont couvrir la surface des villosités, seront
en contact direct avec le sang maternel, et apporteront les substances du sang
maternel au foetus a travers le placenta. Les cytotrophoblastes présents dans les

villosités d’ancrage s’agrégent dans les colonnes et envahissent 'endometre.

Les cytotrophoblastes endovasculaires qui remodeélent les vaisseaux sanguins
utérins transforment leurs récepteurs d’adhésion en récepteurs d’adhésion des
cellules endothéliales, qui expriment des cadhérines vaso-endothéliales, de la
molécule d’adhésion 1 plaquette-endothéliales, et de la molécule d’adhésion 1

d’adhésion vaso-endothéliale. Les cytotrophoblastes expriment des molécules
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influencant la vasculogenése et 'angiogenése, comme les facteurs de croissance
endothéliaux vasculaires. L’expression de ces molécules change selon que les
cellules se différencient ou envahissent, et elles régulent la survie des

cytotrophoblastes dans la vascularisation remodelée de 'utérus.

Un environnement pro-inflammatoire se met en place pour permettre l'invasion
des cytotrophoblastes et la placentation. Une étude menée en 2005 sur des explants
placentaires de début et de fin de grossesse démontre qu’en début de grossesse,
'expression d’IL-6 est élevée tandis que les taux de RANTES et IL-16 sont bas
(Faye et al. 2005). La production du facteur de croissance VGEFC permet I'invasion

de 'endomeétre par les trophoblastes.

2.2 Deuxiéme trimestre de grossesse

Vers le 4éme mois de grossesse, la plaque basale va se plisser et former des
cloisons incomplétes. Les cotylédons, unités composées des villosités flottantes, se
forment. Les cytotrophoblastes envahissent la caduque, le myometre et la lumiére
des artéres spiralées. Cette invasion des vaisseaux maternels conduit a la

destruction des cellules musculaires lisses qui sont remplacées par du tissu fibreux.

La balance immunitaire penche en Th2 et améne une tolérance immunitaire
de la meéere au feetus, permettant son développement. L'’interleukine anti-
inflammatoire IL-10 est alors fortement exprimée. Au milieu de la grossesse, les
cytotrophoblastes invasifs remplacent complétement la couche endothéliale et la
plupart du muscle lisse des artérioles, formant une vascularisation hybride composée

de cellules maternelles et feetales. Au 5éme mois, la couche de cytotrophoblastes
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entourant les villosités disparatit, les villosités a terme sont formées (Gude et al.,

2004).

2.3 Troisiéme trimestre de grossesse

Le dernier trimestre est celui de la préparation a 'accouchement. La balance
immunitaire penche en Th1 et diverses cytokines sont exprimées pour induire un état
pro-inflammatoire. L’étude menée par Faye et al sur les explants de fin de grossesse
montre dans les placentas a terme, les taux de RANTES et IL-16 sont éleveés, et le
taux d’expression d’IL-10 est trés bas comparé aux explants de premier trimestre. A
noter que I'expression des cytokines pro-inflammatoires TNF-a et IFN-y sont faibles
durant ce trimestre (Faye et al., 2005):(Veith and Rice, 1999). Les cytokines de type
Th1 vont stimuler la production de IL-8 et de prostaglandine qui sont impliquées dans

les contractions utérines. (Kayem and Batteux, 2008)
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Figure n°3: Evolution de la concentration dans le sérum de cytokines et facteurs de

croissance au long des trois trimestres de grossesse. D’apres (Koga et al. 2009)
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3. La grossesse, un paradoxe immunitaire

La grossesse est un état immunitaire particulier, similaire a une greffe semi-
allogénique. Si le placenta est une barriere entre la mére et le foetus, il nN'empéche
cependant pas le passage des effecteurs de l'immunité. En effet, le non-rejet du
foetus ne signifie pas arrét du systeme immunitaire. Cependant, différents
mécanismes permettent I'établissement d’'une tolérance de la mere vis-a-vis du

foetus.

3.1. Immunité maternelle

Lors de la grossesse, 'immunité globale de la femme enceinte change,
probablement sous Il'action des hormones stéroides dont la progestérone. Les
composants de la réponse immunitaire innée dans le contexte de linfection
congénitale et périnatale comprennent les cellules tueuses naturelles (cellules NK),

les récepteurs Toll-like (TLR) et des cytokines.

On observe que I'immunité cellulaire de la femme diminue Iégérement ; en
effet, l'activité des cellules NK baisse, tandis que l'activit¢ des lymphocytes T
s’oriente vers un profil immunosuppresseur (voir figure n°4). L'immunité humorale
quant a elle n'est pas modifiée, les immunoglobulines sont en quantité normale,
hormis les IgG qui diminuent au 3°™¢ trimestre. Au long de la grossesse, le
pourcentage de cellules NK va augmenter durant le premier trimestre de grossesse
pour ensuite diminuer jusqu’au terme, tandis que les lymphocytes Treg diminueront

en fin de grossesse.
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Figure n°4: Régulation du développement placentaire et de la tolérance materno-
foetale via les chémiokines. CXCL12 participe au recrutement des cellules natural killer (NK)
et induit I'invasion et le remodelage vasculaire. Elle permet également d’'éviter une invasion
trophoblastique excessive par stimulation des cellules stromales déciduales (DSC). Les
trophoblastes (Tros) et les DSC via les chémiokines CXCL16 et CCL2 permettent
'accumulation de cellules T dans la décidua. Les trophoblastes induisent également le
penchement de la balance en Th2 en provoquant la production de hauts niveaux de CCL17
par les DSC. 1: augmentation; |: baisse. (Du et al., 2014)

3.2 Immunité aux interfaces foeto-maternelles

La moitié des génes de I'embryon sont apportés par le pronucléus paternel, de
ce fait, il présentera a la surface de ses cellules des protéines HLA (human leucocyte
antigen) différentes de celles de sa mére. Le foetus n’est pas en contact direct avec
les tissus maternels, le placenta sert d’interface directe. Il existe cependant quatre
interfaces ou les cellules trophoblastiques sont en contact avec des cellules d’origine

maternelle, qui peuvent étre sanguines et utérines (voir figure n°5):
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1. L’interface syncytiotrophoblastes/espace intervilleux sanguin maternel

2. Interface chorion/espace intervilleux sanguin maternel

3. Interface cytotrophoblaste extravilleux/sang périphérique des artéres
maternelles spiralées

4. Interface cytotrophoblaste extravilleux/décidua (c6té basal)

Nous détaillerons I'immunité présente aux niveaux de ces interfaces.
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Figure n°5: Schéma représentant les différentes interfaces materno-foetales
placentaires. 1) Interface entre les cellules déciduales et les trophoblastes extravilleux 2)
Interface entre les trophoblastes endovasculaires et les parois des artéres utérines 3)
Interface entre les syncytiotrophoblastes et villositaires et le sang maternel 4) Interface entre
le chorion et la chambre intervilleuse 5) Interface créée par les cellules trophoblastiques

présentes dans la circulation sanguine maternelle. D’aprés (Mesdag et al., 2014)
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La distribution des effecteurs de I'immunité dans la décidua differe de celle
retrouvée dans le sang périphérique maternel. En effet, on retrouve majoritairement
des cellules NK (70%), des cellules de type macrophage CD14+ (20%), des cellules
dendritiques, T CD4+, cellules NK tueuses (NKT) et plus rarement des cellules CD8+

et lymphocytes B.

Les macrophages déciduaux sont impliqués dans des processus
immunosuppresseurs. En effet, ces macrophages sont plutét de type M2, et
produisent donc des médiateurs anti-inflammatoires tels IL-10, le TGF-B ainsi que
'enzyme indoléamine 2.3 dioxygénase (IDO), enzyme dégradant le tryptophane qui
est utilisée par les cellules T, ce qui permet la tolérance de la mere vis-a-vis du feetus
(Mesdag et al., 2014). Les cellules NK présentes dans la décidua sont impliquées
dans la sécrétion de facteurs favorisant I'angiogenése tels VGEF et I'angiopoiétine-2,
les cytokines et facteurs de croissance placentaires TNF-a, IL-10, GM-CSF, IL-183,

TGF-B1, CSF-1, LIF, et IFN-y (Lee et al., 2011)

Les syncytiotrophoblastes et les cytotrophoblastes constituant les villosités
n’expriment pas d’antigénes d'histocompatibilité (complexe HLA-A-B-C complexe
majeur d'histocompatibilité), ce qui leur permet de ne pas étre reconnus par les
lymphocytes T cytotoxiques comme cellules étrangeres. Cependant, 'absence de
CMH est un signal pour les cellules NK, qui détruisent les cellules ne présentant pas
de marques HLA classiques. Les trophoblastes vont donc exprimer un HLA modifié
qui est spécifique a I'état de grossesse, nommée HLA-G. La reconnaissance de ce

marqueur par les cellules NK inhibe leur action.
24



Les syncytiotrophoblastes en contact avec le sang maternel sont en contact
avec différentes cellules effectrices de l'immunité que l'on retrouve dans le sang

périphérique : lymphocytes T CD8+, T CD4+, cellules NK, cellules dendritiques...

3.3 Protection contre les pathogénes.

De nombreuses espéces bactériennes et virales peuvent étre détectées aux
interfaces materno-foetales. (McDonagh et al., 2004). Les syncytiotrophoblastes sont
une barriere physique face a de nombreux pathogénes, bactériens ou viraux
(Robbins et al., 2010),(Koi et al., 2002). De plus, la présence des effecteurs de
immunité acquise ou innée aux différentes surfaces materno-foetales assure une

protection contre les pathogénes.

4. Infection par les pathogénes microbiens a la surface materno-foetale.

Le placenta est une barriere physique séparant la mere et foetus. Cependant,
durant la grossesse, des micro-organismes pathogenes peuvent traverser cette
barriére (voir figure n°6) et étre transmis de la mére au fecetus par différents
mécanismes. La transmission de ces pathogénes peut se produire depuis les
cellules déciduales aux villosités flottantes et d’ancrage, la voie sanguine peut
également jouer un rdle dans la transmission des pathogénes, vu que les
cytotrophoblastes envahissent la vascularisation utérine (Maidji et al., 2002). Une
infection bégnine pour la mére peut devenir mortelle pour le foetus. Nous ferons un
point dans ce chapitre sur les pathogénes responsables d’infections congénitales

chez I'’étre humain.
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Pathogéne (maladie) Type  Transmission Mode de vie Tropismes connus

Burcella spp. (Brucellose) @b-cd.e B Ingestion Principalement | Leucocytes, épithélial

Coxiella bumetti (fievre Q)>eh B Inhalation | obligatoire Leucocytes

Listeria monocytogenes (Listériose)2.c.deh B Ingestion I/E Epithélial, phagocyte
Mycobacterium tuberculosis (Tuberculose)®g B Voies aériennes Principalement | Leucocytes

Treponema pallidum (Syphilis) <& B Sexuelle Principalement E Inconnu

Leishmania spp.(Leishmaniose)" P Vecteur animal I/E Leucocytes

Plasmodium falciparum (Malaria)>¢¢ P Vecteur animal | obligatoire Erythrocytes, hépatocytes
Toxoplasma gondii (Toxoplasmose)?4:g P Ingestion | obligatoire Cellules nucléées
Trypanosoma spp(Maladie de Chagas)®# P Vecteur animal I/E Epi/endothélial
Cytomegalovirus (CMV)20.dg \Y Sécrétions | obligatoire Leucocytes, trophoblastes
Lymphotic choriomeningitis virus (LCMV)2bf2 Vv Ingestion, inhalation | obligatoire Leucocytes

Parvovirus B1920.cdf Vv Sécrétions | obligatoire Hématopoiétique, endothélial
Rubella virus (Rubéole) & Vv Sécrétions | obligatoire Varié

Varicella zoster virus (varicelle, zona) &" \' Voies aériennes | obligatoire Leucocytes, neurones, épithélial

Figure n°6: Tableau résumant les différents pathogenes capables de traverser la
barriére placentaire. 2: mort foetale au premier trimestre de grossesse; °: mort foetale au
troisieme trimestre de grossesse; ¢: enfant mort-né; ¢: accouchement précoce; ¢ : croissance
intra-utérine retardée; : hydrops foetal; 9: infection néonatale sévére; ": sévérité de la
maladie maternelle accrue. Type B: Bactérie; P: Protozoaire; V: Virus. Mode de vie E:

extracellulaire; |: Intracellulaire. D'apres Robbins and Bakardjiev, 2012

4.1 Infections bactériennes

La listériose, maladie induite par un bacille gram-positif, Listeria
monocytogenes, peut étre responsable d'avortements spontanés, de mort in utero et
de septicémie néo-natale due a une contamination transplacentaire ou a des
atteintes méningées plus tardives secondaires a la contamination dans les voies
geénitales lors de l'accouchement. La bactérie va infecter le foetus via les villosités
d’ancrage, en passant de cellule en cellule. Cependant, les syncytiotrophoblastes
semblent étre une barriere physique efficace contre cette bactérie (Robbins et al.,

2010).
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La gonorrhée dont I'agent pathogéne est le gonocoque (Neisseria
gonorrhoeae), peut étre responsable de salpingites postnatales chez la mere. Les
enfants, par transmission verticale, peuvent étre infectés lors de I'accouchement, et
développer une ophtalmie gonococcique.

Le tréponeme pale (Treponema pallidum), agent de la syphilis est transmis par
voie sexuelle. Il peut potentiellement traverser le placenta dés la 9éme semaine de
grossesse, mais ce passage n’est démontré qu’a partir de la 14éme semaine et
classiquement avec certitude a partir de la 20éme semaine de grossesse, et infecter
le feetus directement via la circulation sanguine (voie de transmission principale), il
peut également étre contracté par le nouveau-né lors de la délivrance (phénoméne
plus rare). L'infection du feetus par ce spirochéte peut conduire a des avortements
spontanés, une mortinatalité ou encore une prématurité avec atteinte syphilitique.
40% des enfants infectés seront symptomatiques, présentant les stigmates
congénitaux suivants: atteintes cutanées (éruption cutanées, Iésions bulleuses,
desquamation), problémes respiratoires, hépatomégalie, atteintes osseuses

(Sanchez et al., 2012).

4.2 Infections parasitaires

Le parasite Plasmodium falciparum, responsable du paludisme, est transmis
par les piqlres de moustiques (anopheles). 7% des nouveaux nés dans les zones a
risques subissent les effets de la malaria sur la mére. En effet, 'anémie provoquée
par la maladie peut générer de I'hypoxie (Alvarez et al., 2005). Le symptome le plus
courant en cas d’infection est l'apparition de fievre, suivie par I'anémie, la

splénomégalie et 'hépatomégalie (Sanchez et al., 2012).
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La toxoplasmose, maladie causée par le protozoaire Toxoplasma gondii, est
une affection bénigne pour la mére, mais peut étre responsable d'anomalies graves
chez le feetus. Ce parasite est un héte des rongeurs et des félins, I'étre humain étant
une impasse dans son cycle de vie. Le risque de transmission augmente avec le
nombre de semaines de grossesse, passant de 10% aux alentours de la cinquiéme

semaine a 80% en fin de grossesse (Kieffer and Wallon, 2013).

4.3 Infections virales

Méme si le placenta est une barriere efficace contre les pathogénes viraux
(Burton and Watson, 1997), de nombreux virus peuvent traverser la barriére
placentaire et infecter le foetus durant la grossesse. Les infections virales sont
impliquées dans de nombreux cas de morts in utero ou a la naissance (Williams et

al., 2013).

Parmi les virus pouvant infecter le foetus on retrouve des virus a ADN de la
famille des herpés virus tels le CMVH, I'herpés simplex (HSV-1 et 2), ainsi que le
virus de la varicelle et du zona (VZV). Cependant l'infection par 'HSV se fera
généralement lors de l'accouchement plutét que in utero. Certains symptdmes
causés par ces virus sont similaires:,atteintes au niveau cérébral, perte d’audition,

retard de croissance, mort foetale in utero (Baldwin and Whitley, 1989).

Le parvovirus B19 est un virus a ADN simple brin qui est le seul représentant
des parvovirus a provoquer des symptomes chez I'homme. Lorsqu’il est contracté
pendant les premiéres semaines de grossesse, il peut conduire a des fausses

couches. Il est aussi responsable d’cedéme généralisé (anasarque) (Al-Khan et al.,
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2003), mais également d’hépatomégalie ou encore d’anémie (Schleiss and

Patterson, 2012).

Les virus responsables d’hépatites peuvent infecter le foetus, notamment le
virus de I'hépatite B (HBV) et de I'népatite C (HCV). Si les infections par le VHC sont
transplacentaires, la contamination se faisant par le sang; le VHB, également,
présent dans les sécrétions génitales, est plus fréquemment transmis lors de
'accouchement et son infection peut étre prévenue par la vaccination précoce du

nouveau-né.

Le virus de I'immunodéficience humaine (VIH) peut infecter le foetus in utero
en toute fin de grossesse mais essentiellement le nouveau-né lors de la délivrance
ou de l'allaitement. En effet, du fait du manque de récepteurs, le virus infecte
difficilement les cellules placentaires. Ce virus n’induit pas de malformations
congénitales. Cependant, le VIH peut conduire a des encéphalopathies lorsque la
charge virale est élevée a la naissance (Tardieu et al. 2013). La transmission de
infection a VIH peut actuellement étre évitée par les traitements antiviraux

administrés au cours de la grossesse.

Le virus de la rubéole est un virus enveloppé a ARN de polarité positive. Il
peut étre a l'origine de cataracte, de complications cardiaques, de surdité. La
prévalence des lésions suite a l'infection par ce virus varie selon le trimestre de
grossesse, passant de 85% lors des douze premiéres semaines de grossesse a
moins de 25% a partir du second trimestre (Schleiss and Patterson, 2012). Ce virus

était la premiere cause d’infection virale congénitale jusque dans les années 1970.
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En effet, la vaccination grace a un virus vivant atténué, a permis depuis 1969 de

réduire la prévalence mondiale de la rubéole congénitale.

Le papillomavirus humain (HPV) est le virus le plus transmis par voie sexuelle,
impliqué dans des cancers ou la formation de condylomes. Le virus est détecté de
facon significative dans des placentas provenant d’avortement spontanés (Gomez et
al., 2008) (Freitas et al. 2013). De nombreuses souches d’HPV sont capables
d’infecter des lignées trophoblastiques in vitro, suggérant une possibilité d’'infection in
utero (You et al., 2008). Cependant le papillomavirus est essentiellement transmis a
la naissance, par contact avec les sécrétions cervicales et les voies génitales. Les
enfants infectés peuvent développer des lésions dues au virus, notamment au niveau

du larynx (papillomatose laryngée) (Syrjanen and Puranen, 2000).

Depuis la vaccination généralisée contre la rubéole, la premiére cause virale

d’infection placentaire et de maladies congénitales est le CMVH.
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Chapitre 2: Infection congénitale
a CMVH
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Comme nous l'avons vu précédemment, le CMVH est la premiére cause
d’infection congénitale virale au niveau mondial. Dans ce chapitre aprés une
introduction sur le virus et sa physiopathologie, nous développerons les mécanismes

et les conséquences de l'infection placentaire a CMVH.

1. Structure et génome du CMVH

Le cytomégalovirus humain ou Human Herpesvirus 5 appartient a la famille
des Herpesviridae, famille virale de virus @ ADN qui regroupe les sous familles des a-
, B et y-herpesvirinae. Au méme titre que les roséolovirus (HHV6 et HHV 7), le

CMVH est un B-herpesvirinae.

TABLE 1. Classilication of human herpesviruscs

Abbreviation

Herpesvirus size (kb)
Common Formal
Alphaherpesvirinae
Simplexvirus
Herpes simplex virus type 1 H5WV-1 HIHWV-1 152
Herpes simplex virus type 2 H5V-2 HIHV-2 155

Varicellovirus
Varicella-zoster virus LAY HHWV-3 125

Betaherpesvirinae
Cytomegalovirus
HCMWV HCMV HITV-5 227-236

Roseolovirus
Human herpesvirus type 6 HHWV-6 HHV-6 159-162
Human herpesvirus type 7 HHW-7 HITV-7 144153

Gammaherpesvirinae
Lymphocrypiovins
EBV EBWV HHV-4 172173

Rhadinovirus
Human herpesvirus type 8 HHWV-8 HHWV-8 134138
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Figure n°7: Tableau récapitulatif des sous-familles des herpés virus. (Crough and
Khanna, 2009)

1.1 Structure de la capside virale

Le CMVH est un virus enveloppé d’environ 200 a 300 nm de diameétre, ce qui en
fait le plus volumineux des virus de la famille des herpesviridae.
La capside virale, un icosaédre d'un diamétre de 130 nm, est composée
majoritairement par la protéine majeure de capside (MCP) pUL86. Les faces de
icosaeédre sont constituées de 150 hexaméres (6 MCP), séparés par douze
pentaméres (6MCP). L’un des pentameéres est formé par I'association des protéines
«portail» codées par le géne UL7104. Ce penton spécifique est impliqué dans
'encapsidation de I’ADN viral. La protéine mineure de capside (SCP) pUL85, est

associée aux MCP, permettant 'assemblage de la capside lors de la morphogénése.
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Inner Tegument
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Figure n°8: Schéma représentant la structure de la capside virale du CMVH (source:

http://viralzone.expasy.org/all by species/180.html )
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1.2 Le tégument

Le tégument est une structure protéique amorphe située entre la couche
lipidique de I'enveloppe et la capside icosaédrique. La protéine pp65 est la protéine
majeure du tégument (lii, 2012), bien qu’elle ne soit pas indispensable pour la
réplication du virus in vitro, elle est impliquée dans de nombreuses interactions avec
des kinases de I'h6te in vivo . De par son abondance cette protéine est I'antigéne

détecté lors du diagnostic de I'infection a CMVH.

Les protéines pp150 et pp28 sont impliquées dans la formation des capsides
virales et la sortie nucléaire des néovirions, mais leurs fonctions sont différentes. En
effet, pp150, qui est la deuxieme protéine majeure du tégument du CMVH, serait
impliquée dans le maintien de la capside tandis que pp28 aurait plutét un réle dans
I'enveloppement cytoplasmique des capsides néoformées. Pp150 a également un
réle dans la régulation de I'expression des genes trés précoces (immediate early) en

étant un substrat pour la cycline A2 (Bogdanow et al., 2013).

1.3 L’enveloppe virale

L’enveloppe du CMVH est dérivée des membranes de la cellule-héte. Elle
porte a sa surface des glycoprotéines (gp) : gB, gH, gL, gO, gM et gN, codées
respectivement par les génes UL55, UL75, UL115, UL74, UL100 et UL73 (Britt, 2007).
Le constituant le plus abondant dans I'enveloppe est la protéine gB, qui est impliquée
dans I'attachement du virus et la fusion avec la membrane de la cellule héte. Les
protéines gH, gL et gO forment des complexes impliquées dans le tropisme

cellulaire (Scrivano et al., 2011). Ces protéines sont essentielles a I'adsorption de la
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particule virale sur les récepteurs cellulaires, a la fusion des membranes virales et
cellulaires, ainsi qu’a 'assemblage et a la libération des néovirions produits par la

cellule hoéte infectée.

1.4 Génome

Le génome du CMVH, d’'une longueur de 235 kpb, est le plus grand de la
famille des Herpesviridae. Il est constitué d'un ADN double brin, composé de deux
régions, la région unique longue (UL) et la région unique courte (US), flanquées par
des séquences répétées inversées terminales nommées TR. Ces séquences
terminales sont désignées TRL pour UL et TRS pour US. Il existe également des
séquences répétées internes (IR): IRL pour UL et IRS pour IR. Des recombinaisons
survenant pendant la réplication permettent la formation de quatre isoméres du
génome selon le sens de lecture des régions UL ou US. Plus de 200 cadres ouverts
de lecture (ORF) existent dans le génome viral, ainsi, le CMVH peut coder prés de

170 protéines.
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Figure n°9 : Génome simplifié du CMVH et représentation des quatre isoméres
possibles, notés de 1 a 4. UL: Région unique longue; US: région unique courte; TRL:

séquence répétée terminale de la région longue: TRS: séquence répétée terminale de la
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région courte; IRL: séquence répétée interne de la région longue; IRS: séquence répétée

interne de la région courte.

2. Physiopathologie de I’infection a CMVH

La principale manifestation de linfection des cellules par le CMVH est
I'apparition de corps d’inclusion dans le cytoplasme, donnant ainsi un aspect en « cell
de hibou» ainsi que la ballonisation des cellules ou cytomégalie (voir figure n°10).
Cet effet cytopathique est aussi bien observé in vitro qu’in vivo. Cependant, il varie

selon les lignées cellulaires et les souches virales.
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Figure n°10: «Oeil de hibou» formé par les corps d’inclusion (photo de Danny L

Wiedbrauk) et foyer de cellules ballonisées observé au microscope inversé au

grossissement x 40.

2.1 Tropisme cellulaire
In vivo, le tropisme cellulaire du CMVH est tres étendu. En effet, il peut se
répliquer dans des cellules endothéliales, épithéliales, dendritiques mais également

dans les macrophages, les fibroblastes, les cellules nerveuses. Cette capacité

d’infection ubiquitaire lui permet de toucher tous les organes. Au niveau du tractus
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gastro-intestinal, le CMVH est retrouvé dans les cellules épithéliales, endothéliales,

les cellules musculaires lisses (Sinzger et al., 1995).

2.2. Attachement et entrée dans la cellule

L’entrée du virus dans la cellule est précédée par une phase d’attachement ou
les héparanes sulfates cellulaires interagissent avec les complexes gM/gN et gB
viraux (Compton, 2004). Le virus va s’attacher a la membrane des cellules par des
récepteurs spécifiques, encore mal connus. Les récepteurs les plus décrits sont le
récepteur a I'Endothelial Growth Factor (EGF-R), Dc-sign et le récepteur au Platelet
Derived Growth Factor (PDGF-R). Différents génes sont impliqués dans le tropisme
cellulaire du virus. Il a été démontré que les complexes protéiques gH/gL et
gH/gL/gO de I'enveloppe virale sont nécessaires a l'infection cellulaire. Le niveau
d’expression de pUL128 influence le tropisme endothélial ou fibroblastique (Sinzger,
2008). Plus récemment et il a été démontré que les génes viraux UL135 et UL136
sont impliqués dans le tropisme endothélial du virus (Bughio et al., 2015). L’entrée du
virus dans la cellule peut alors se faire par endocytose, comme c’est le cas pour les
cellules endothéliales (Sinzger, 2008) ou par fusion de la membrane cellulaire et de

la membrane virale. Une fois entré dans la cellule, le génome viral peut étre exprimé.
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Figure n°11: lllustration du mécanisme d’entrée du CMVH dans les cellules. Le virus
s’attache aux héparanes sulfates présentes a la surface cellulaire avant de se lier a 'lEGFR
via les protéines d’enveloppe gB. La protéine gH se lie aux intégrines. Aprés fusion des
membranes cellulaires et virales, la nucléocapside est libérée dans le cytoplasme avant

acheminement au noyau. (Compton, 2004)

2.3 Cycle de réplication

Le cycle de réplication du CMVH se déroule entre 24 et 48H apres I'endocytose.
Son cycle se décline en trois phases: tout d’abord les génes trés précoces
(immediate early, IE) ou de classe «a», qui, comme nous I'avons vu précédemment,
s’expriment immédiatement aprés I'entrée du cytomégalovirus dans la cellule. Ces
genes permettent I'activation des phases suivantes de la réplication.

La seconde étape, dite précoce, est I'étape d’expression des géne précoces E
(early) ou de classe «B» qui codent des protéines non structurales du virus comme
des facteurs de réplication de 'ADN ou encore des protéines impliquées dans
I'évasion immunitaire du virus. Les protéines précoces-tardives sont impliquées dans

la réplication de 'ADN et dans la régulation des génes tardifs du CMVH.
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Enfin les protéines tardives, codées par les génes tardifs ou /ate (L), de classe

«y» vont participer a la morphogénése du virus.
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Figure n°12: Schéma simplifié du cycle de réplication virale du CMVH. 1. Liaison du
virus a la cellule via des récepteurs. 2. Entrée du virus par fusion membranaire ou
endocytose. 3. Entrée de 'ADN viral dans le noyau et circularisation. 4. Production des
protéines virales et réplication de 'ADN. 5. Encapsidation des concatéméres d’ADN viral
dans les capsides néoformée. 6. Acquisition des membranes dans le Golgi 7. Libération des

virions par exocytose.

L’expression des génes tres précoces du CMVH se déroule rapidement, entre
4 et 8 heures aprés l'infection, et régule I'expression de facteurs cellulaires tel NF-kB,
elles ont également un réle dans leur propre régulation et celle des génes précoces.
La protéine IE2, codée par le géne UL123, a pour fonction de moduler I'expression
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des génes trés précoces, son expression est importante en début et fin du cycle de
réplication. La protéine IE1 codée par le géne UL122 agit en tant que cofacteur de la

protéine IE2 et stimule de nombreux promoteurs viraux et cellulaires.

Les protéines UL36 et UL37 sont des facteurs inhibant I'apoptose, ainsi que
TRS1 et IRS1. La protéine US3 empéche I'expression des molécules du CMH-1 et
donc la présentation de I'antigene du CMVH au systéme immunitaire (Mocarski,

2004).

Cette phase se déroule jusqu’a vingt-quatre heures post-infection. En plus des
protéines associées dans la réplication de 'ADN, certaines protéines du tégument
sont synthétisées (pp65, pp71 et pp150), le géne US71. La réplication du virus se
produit dans le noyau de la cellule, généralement 16H aprés l'infection, et est initiée
par des phosphoprotéines codées par les génes UL112 et UL113 (Mocarski and
Courcelle, 2001) L’ADN polymérase et son co-facteur sont codés par les génes UL54
et UL44. Le complexe hélicase-primase est quant a lui composé de trois protéines
codées par les genes UL70, UL102 et UL105.

La réplication de 'ADN s’effectue selon un modele de cercle roulant. En effet,
'ADN viral néoformé est circularisé puis répliqué en une multitude de copies
assemblées bout a bout, formant une longue molécule d’ADN bicaténaire nommée
concatémére. Chaque unité de génome est liee a des séquences répétées et
inversées riches en base AT (les séquences pac, cis-acting packaging elements)),

qui sont des signaux de clivage et d’encapsidation (Mocarski and Courcelle, 2001).
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Les protéines tardives sont transcrites environ 24H aprés l'infection. Parmi ces
protéines se trouvent majoritairement les protéines de capside, de I'enveloppe ainsi
que YIE2338aa impliquée dans la régulation de génes viraux et cellulaires (Landolfo et
al., 2003). La kinase virale pUL97 est également transcrite lors de cette phase. Cette
protéine est indispensable a la réplication du virus, en effet, elle permet de
phosphoryler diverses protéines virales dont pUL44, pULG9 et pp65 (Marschall et al.,

2011).

Les protéines de capsides sont transférées du cytoplasme au noyau. Une fois
arrivées au noyau, les composants vont interagir entre eux pour former les
pentaméres et hexameéres qui constitueront la capside. Les protéines UL85 et UL46
quant a elles vont former un triplex. L’association des pentaméres/hexameéres avec
les triplex aboutit a une pré-capside. L’ADN viral va étre inséré dans la capside par
le complexe pUL56-pUL89 via le portail formé par la protéine pUL104 (Britt, 2007).

Trois types de capsides peuvent apparaitre: le type A est une capside
dépourvue d’ADN, conséquence d'un défaut d’encapsidation du génome viral. Le
type B est un précurseur de capside mature contenant des protéines d’assemblage
au lieu de I’ADN viral. Enfin, le type C correspond aux nucléocapsides matures.

Une premiére enveloppe entoure la néocapside par bourgeonnement a la
membrane nucléaire. Aprés passage dans le lumen, le néovirion fusionne avec la
membrane du réticulum endoplasmique et perd sa premiére membrane. Le

tégument est acquis dans le cytoplasme, et I'enveloppe définitive provient de
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I'altération de I'appareil de Golgi. Les néovirions vont s’accumuler dans des corps
d’inclusion donnant I'aspect «oeil de hibou» caractéristique de l'infection a CMVH.
Enfin, les virions vont achever leur cycle lytique en quittant la cellule par exocytose,

acquérant ainsi leurs derniéres protéines de surface.

2.4 Impact de l'infection a CMVH sur le cycle cellulaire

Dés son entrée dans la cellule, le virus induit un phénomene de pseudomitose
(Hertel and Mocarski, 2004). En effet, le virus agit sur la modulation des cyclines et
des cyclines kinases dépendantes (cdks) pour maintenir les cellules dans un état
permanent de pseudo-G1. Au cours de la phase précoce de son cycle de réplication,
la transcription des cyclines A est inhibée, tandis que la transcription de la cycline E
est induite, ce qui permet 'augmentation de l'activité du complexe Cdk2/cyclineE.
Ce complexe contrdle la transition G/S du cycle cellulaire. L’entrée en phase M est
régulée par le complexe Cdk1/cycline B1. Le taux élevé de ces complexes dans les
cellules infectées par le virus peut étre a l'origine de I'état de pseudomitose observé

(Trincado and Rawlinson, 2001).

Paradoxalement, cet arrét du cycle cellulaire s’accompagne d’une
surexpression de certaines protéines impliquées dans la progression du cycle,
comme la cycline B1. La kinase virale pUL97 phosphoryle les protéines virales. Cette
activité de phosphorylation est également observée sur des protéines cellulaires
telles les lamines nucléaires, la protéine p32, Rb, 'ARN pol Il et EF-1 (Marschall et

al., 2011). La protéine du rétinoblastome pRb est inactivée par pUL97.
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2.5 Impact de I'infection a CMVH sur la production de cytokines

Le génome du CMVH code des analogues des chémiokines, notamment
CMV-IL-10, analogue de la chémiokine IL-10. Une étude menée par Hamilton et al
sur des fibroblastes infectés par la souche de laboratoire AD169 montre I'impact du
virus sur I'expression des ARN messagers et la production protéique de MCP-1 et
CXCL10 dans les cellules et les surnageants de culture de fibroblastes (Hamilton et
al.,, 2012). De plus, la protéine virale IE2 bloque I'expression de nombreuses
cytokines inflammatoires telles IL-8, MCP-2, MIG, MIP-1a, et RANTES, mais peut
également induire la production de l'interféron IFN-y et I'interleukine IL-6 (Paulus and

Nevels, 2009).

2.6 Latence et réactivation

La latence est une des caractéristiques communes aux Herpesviridae,
permettant au virus d’échapper au systéme immunitaire et de se maintenir tout au
long de la vie de l'individu infecté. Elle se caractérise par la persistance du génome
sous forme d’un épisome et la réduction d’expression des génes viraux associée a
I'expression de transcrits de latence. Les principaux sites de latence sont les cellules
endothéliales et les cellules myéloides, notamment les précurseurs médullaires
CD34+ et les monocytes CD14+. Les mécanismes impliqués dans la réactivation
virale ne sont pas clairement établis. Cependant, elle est corrélée a une baisse de
immunité. L'expression d’un facteur viral homologue a IL-10 (CMV IL-10), produit du
géne US111A, augmente lors de I'état de latence (Jenkins et al., 2008), (Jenkins et
al., 2004). Un modéle de réactivation du virus lors de la différentiation du monocyte

en macrophage ou cellule dendritique, a été proposé (Sinclair, 2006). In vitro,
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I'intervention des lymphocytes T CD8+ associée a la production de cytokines telles
TNF-a et l'IFN-y sont nécessaires a la différenciation des monocytes en
macrophages en présence de concanavaline A, tandis que, lors d’'une stimulation
allogénique, les cytokines induisant la réactivation sont I'lFN-y et I'lL2. Dans les deux

cas la différenciation en macrophage induit la réactivation du virus.

2.7 Echappement au systéme immunitaire

Outre la latence, le CMVH posséde de nombreuses stratégies pour échapper
au systéme immunitaire. Par exemple, la protéine Immediate early 1 (IE1) bloque la
présentation des antigénes dérivés d’IE via les molécules CMH |, inhibant ainsi la
réeponse des lymphocytes T cytotoxiques a ces antigenes viraux. Les génes viraux
US2, US3, US10 et US11 sont responsables de la séquestration et la dégradation
des molécules du CMH | dans la cellule infectée via le protéasome, empéchant ainsi
leur expression (Furman et al.,, 2002). Le géne US2 est également impliqué dans
I'inhibition de la présentation de I'antigéne par les molécules de CMH Il (Seliger et

al., 2006).

L’inhibition des CMH de classe | et Il diminue probablement les réponses T
helper et cytotoxique spécifiques au CMVH. Cependant, l'inhibition de I'expression
du CMH | devrait rendre les cellules infectées sensibles a I'action des cellules natural
killer (NK) qui reconnaissent les cellules dépourvues du CMH de classe . Afin
d’échapper a I'action cytotoxique des NK, le CMVH, via ses génes UL18 et UL40,
code des analogues de molécule du CMH I, qui se lient avec le récepteur
NKG2A/CD94 des NK, inhibant ainsi leur activité cytotoxique (Miller-Kittrell and

Sparer, 2009) (Mocarski, 2004).
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Des récepteurs membranaires viraux codés par le géne US28 sont capables
de capter et séquestrer des cytokines pro-cytotoxiques comme RANTES, MCP-1,

MCP-3 et MIP-1a (Vomaske et al., 2009).
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Figure n°13: Contréle immunitaire du CMVH par I'immunité innée et adaptative. L'infection
primaire par le CMVH commence dans les cellules épithéliales (A), ensuite le virus
dissémine dans les cellules myéloides (monocytes et cellules CD34+), ou il entrera en
latence (B) La différenciation de ces monocytes infectés en macrophage ou cellule
dendritique peut initier I'infection productive (C). Les particules virales ou les corps denses
peuvent étre présentés par les cellules dendritiques, stimulant alors les cellules T spécifiques
de l'antigéne. Parallélement, les DCs activées via les TLR peuvent aussi secréter un panel
de cytokines activant les cellules Natural Killer (NK) (D). Les macrophages infectés peuvent
aussi activer directement les lymphocytes T spécifiques de I'antigéne (C). Ces lymphocytes
T activées (CD8, CD4 et y &) et les cellules NK peuvent directement lyser les cellules
infectées par cytolyse ou bloquer la réplication virale au travers de la sécrétion de cytokines
telles que 'IFN-y ou encore le TNF (E). Une autre réponse est médiée par les lymphocytes B
activés eux aussi par les cellules présentatrices d’antigénes et qui vont contrdler le virus
extracellulaire a 'aide d’anticorps neutralisants (F). (Crough and Khanna, 2009)
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2.8 Implication du CMVH dans certains cancers

A contrario de certains rétrovirus, le CMVH n’est pas considéré comme un
virus oncogéne. Cependant, il est détecté dans des tumeurs provenant de différents
tissus, dont la glie, la prostate et le colon (Lucas et al., 2011). Lors de son cycle
d’infection, le cytomégalovirus humain induit la production de prostaglandine 2
(PGEZ2) dans les fibroblastes (Speir et al., 1998). La PGE2 est le produit de I'activité
de I'enzyme cyclooxygénase (COX) a partir de I'acide arachidonique présent dans
les phospholipides cellulaires (Simmons et al., 2004). L’enzyme cyclooxygénase
existe sous deux formes: COX-1 qui est l'isoforme constitutif, responsable de la
production accrue de prostaglandines, et COX-2 qui est l'isoforme prédominante
dans des conditions inflammatoires chroniques. COX-2 est surexprimée dans de
nombreux cancers favorisant notamment la croissance tumorale, la survie cellulaire,
I'invasivité, I'angiogénése et I'échappement immunitaire. L'utilisation de traitements
antiviraux anti-CMVH tels le ganciclovir permettent de réduire la croissance de
cellules de médulloblastome, que ce soit in vitro, ou dans des modéles murins de
greffes in vivo (Baryawno et al., 2011). Fait intéressant, le CMV du macaque Rhésus,
RhCMV code un homologue de COX-2 (vCOX-2) nécessaire a sa réplication dans
les cellules endothéliales, par inhibition de la production de NO, molécule possédant
un effet antiviral. Bien que ne codant pas d’homologue de COX-2, le CMVH
augmente la production de cette enzyme dans les cellules infectées, et pourrait
utiliser un mécanisme similaire pour favoriser sa réplication (Jarvis and Nelson,

2007).

Parmi les protéines virales potentiellement impliquées dans les processus

tumoraux, pUS28 induit I'expression du facteur de croissance VGEF, facteur
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important dans l'angiogenése (Maussang et al., 2009). D’autres médiateurs
inflammatoires, telles les cytokines, sont induits par le CMVH, comme l'interleukine
IL-6 via sa protéine pUS28. De plus il a été démontré que la protéine IE2 interagit
avec la protéine suppressive de tumeur p53, et la kinase virale pUL97 ainsi que
pUL82 agissent sur pRB, favorisant ainsi la réplication de 'ADN cellulaire. Les
protéines pUL36 et pUL37 du CMVH sont des facteurs anti-apoptotiques, qui

peuvent jouer un réle dans la survie des lignées cancéreuses (Goldmacher, 2005).

3. Transmission du virus

Le CMVH se transmet de maniére directe, via les sécrétions corporelles, tels
le sperme, les sécrétions cervico-vaginales (voie sexuelle), les larmes, la salive,
I'urine, le lait (allaitement), et par le sang ou les tissus infectés. Comme nous I'avons
vu précédemment, le virus peut traverser la barriere placentaire pour infecter le
foetus tout au long de la grossesse. Le virus peut également étre transmis lors de
greffes d’organe ou de moelle (cellules souches hématopoiétiques) si le donneur est
séropositif au CMVH. Le CMVH étant associé aux leucocytes sanguins, la
transmission transfusionnelle est considérablement réduite par la déleucocytation

des culots globulaires.

L’infection périnatale se distingue de linfection congénitale par son mode
d’acquisition et ses conséquences. L'enfant est infecté par les sécrétions cervicales
lors de la naissance, ou a distance par le lait maternel, ou par contact avec des
personnes excrétant du CMVH. L’infection est souvent inapparente, cependant 10%
des enfants infectés, notamment en cas de prématurité, développeront des

symptoémes, principalement des encéphalites, hépatites, pneumonies... (Trincado
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and Rawlinson, 2001)., Ce mode d’infection ne génére pas de séquelles
malformatives. Nous limiterons notre propos aux mécanismes de [infection

congénitale a CMVH.

4. Epidémiologie de l'infection congénitale

La prévalence mondiale de l'infection congénitale 8 CMVH est de 0.64%, avec
des variations importantes selon les pays. La séroprévalence chez les adultes et
I'incidence de l'infection congénitale sont élevées dans les pays en développement
(1 a 5% des naissances), principalement des infections maternelles non primaires.
En effet, la séroprévalence des meéres y est trés élevée (plus de 90% au Brésil et en
Inde par exemple contre 40 et 50% en France (Cannon et al., 2010)). L'immunité
maternelle différe également selon le contexte socio-économique: en effet, si 90%
des femmes des catégories socio-économiques basses ont été infectées par le
CMVH, ce taux descend a 50% pour les femmes des catégories socio-économiques
supérieures. Cette faible séropositivité augmente le risque d’infection congénitale a

CMVH (Basha et al., 2014).
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Figure n°14: Séroprévalence du CMVH chez les femmes en age de procréer
(rectangles) et prévalence de l'infection congénitale a CMVH (cercles). (D’aprés Cannon et
al., 2010)

L’infection du foetus par le CMVH peut survenir tout au long de la grossesse,
avec une transmission lors d'une virémie maternelle, par les leucocytes via le
placenta. Le risque de transmission est de 30 a 50% au cours des primo-infections
maternelles, et de 1 a 3% lors des infections secondaires, réinfections ou
réactivations. Le CMVH peut se répliquer dans les fibroblastes placentaires, les
syncytiotrophoblastes et les cytotrophoblastes par lesquels le virus peut infecter le
foetus par le cordon ombilical. Si linfection se déroule pendant les 16 premiéres

semaines de grossesse, l'incidence des dommages foetaux est plus élevée.

4.1 Manifestations cliniques chez le feetus

Environ 12% des enfants nés avec une infection virale a CMVH sont
symptomatiques. Les symptdmes présentés sont variés: ictere, hépatomeégalie,
retard staturo-pondéral, calcifications intracérébrales, microcéphalie (Naing et al.,
2015). Parmi ces enfants, 4% décéderont de cette infection, et entre 45-60%

développeront des séquelles permanentes (perte d’audition, problémes visuels et
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déficience cognitive). Cependant, environ 40% resteront sans séquelle. A linverse,
parmi les enfants nés asymptomatiques, 13,5 % vont développer les symptémes de
I'infection congénitale a CMVH, et les séquelles seront aussi permanentes (Manicklal

et al., 2013). Le syndrome est souvent sous-estimé car la détection de l'infection est

plus tardive.
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1

118 children with
permanent sequelae*
(13.5%)

/

N\

61 children with
motor/cognitive
deficit (50%)

61 children with
hearing loss
(50%)

27 children with
vision impairment
(22%)

Number with
motor/cognitive
deficit not known

96 children with
hearing loss
(11%)

Number with
vision impairment
not known

Figure n°15: Schéma détaillant les risques de développement d'un CMVH

congénital, selon la prévalence de l'infection a CMV chez les jeunes femmes. (Manicklal et
al., 2013)
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Dans les pays développés, le CMVH est impliqué dans 21 et 24% des pertes
d’audition a la naissance et a 'age de 4 ans. Le risque de complications a long terme
est plus grand chez les enfants dont la mére a eu une primo-infection durant la
premiére moitié de la grossesse. En effet, un quart des enfants infectés durant le
premier trimestre de grossesse vont développer une perte d’audition et 30 a 35%
d’entre eux vont développer des séquelles du systéme nerveux central (Manicklal et

al., 2013).

On estime qu’environ la moitié des femmes en &age de procréer sont
séronégatives dans les pays industrialisés; le CMVH est alors contracté lors de
contacts prolongés aves des enfants en bas age. A contrario, dans les populations
plus défavorisées, le CMVH est contracté trées tot dans I'enfance, donc la

séroprévalence maternelle est élevée.

4. 2 Impact des infections concomitantes sur I'infection congénitale a CMVH:

Les femmes infectées par le VIH ont un risque accru de réactivation du
CMVH. Le risque d’'un CMVH congénital est plus élevé chez les enfants infectés par
le VIH (10.3% contre 2.2% chez les enfants non infectés), et la fréquence des
symptomes est également plus élevée (23% d’enfants symptomatiques contre 6.7 %)

(Guibert et al., 2009).

Une étude menée par Mc Donagh et al sur des biopsies placentaires et

déciduales du premier et second trimestre de grossesse conforte I'hypothése d’'une
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réactivation du CMV dans les cellules infectées suite a un état inflammatoire induit
par des espéces bactériennes pathogénes. En effet, si le virus est peu détecté dans
les placentas provenant de femmes ayant eu une infection a CMVH ancienne, la
détection du virus dans certaines cellules de la décidua ainsi que dans les
syncytiotrophoblastes, est associée a la détection d’'une infection récente ou primaire
a CMVH ainsi qu’a la présence de diverses bactéries pathogenes, dont Chlamydia
spp, suggérant une réactivation virale. Cependant, le type de cellules infectées est
moins varié que dans le cas d’une infection primaire a CMVH en absence d’infection
bactérienne, suggérant une protection locale des effecteurs de I'immunité humorale

(McDonagh et al., 2004).

5. Mécanisme de l'infection du placenta par le CMVH

Dans la littérature, trois modeles d’infection sont décrits a I'interface materno-

foetale et détaillés dans la figure n°16 (Pereira et al., 2005):

1. Les cellules de la décidua et du placenta sont fortement infectées mais

le titre en anticorps anti-CMVH de la mére est faible.

2. Peu de cellules déciduales sont infectées et on retrouve quelques

foyers infectieux dans le placenta.

3. Seules des cellules dans le placenta sont infectées.
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Figure n°16: représentation schématique des modéles d’infection du CMVH a la
surface materno-feetale. (a) Infection de la décidua associée a un placenta infecté. Les
cellules infectées (en rouge) et les vésicules contenant la gB (en rouge) dans les
macrophages (M¢) et les cellules dendritiques (DCs) se situent dans l'interface. Les foyers
de cellules infectées se trouvent dans les glandes de 'endométre; les vaisseaux sanguins
utérins et les cytotrophoblastes invasifs. Le CMVH est transmis de la décidua au placenta
adjacent. Certains M¢/DCs contiennent des vésicules avec des protéines virales, suggérant
une phagocytose sans infection. (b) Infection déciduale limitée et infection focalisée dans les
cellules progénitrices des trophoblastes et phagocytose des virions par les M¢ et DCs
villositaires. (c) Infection déciduale et placentaire réduite a la présence de protéines virales
dans le syncytiotrophoblaste et dans les M¢ et DCs sans réplication. Abréviations: AV,
villosité d’ancrage; FcRn, Récepteur néonatal Fc; FV, Vvillosité flottante; IgG,
immunoglobuline G; NK, natural killer; PMN, neutrophile. Les sites proposés comme voies

d’infection par le CMVH in utero sont numérotés de 1 a 4. (Pereira et al., 2005)

5.1 Cellules impliquées dans la transmission du virus

L’infection in vitro requiert 'adhésion de lymphocytes infectés a la surface des
trophoblastes, les surfaces cellulaires devant étre proches sans pour autant
fusionner. Il a été démontré qu’in vitro et ex vivo, les cytotrophoblastes sont

permissifs a l'infection par le CMVH (Fisher et al., 2000).

Des modeles in vitro ont permis lidentification des cellules capables de
transmettre le CMVH dans les vaisseaux sanguins de l'utérus a l'interface materno-
foetale, et ont montré que les utMVEC polarisées, qui sont des cellules impliquées
dans la micro vascularisation utérine, sont extrémement permissives au niveau
apical, mais pas au niveau basal, et ce, plus que les HUVEC. L’infection a CMVH va
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rompre les jonctions adhérentes entre ces cellules, qui vont ensuite transmettre

I'infection a CMVH aux cytotrophoblastes différenciés.

Les neutrophiles infectieux peuvent transmettre le virus aux utMVEC, par
transmigration depuis la surface apicale a travers la barriere endothéliale. Il est
intéressant de noter que les utMVEC peuvent infecter directement les
cytotrophoblastes, alors que les neutrophiles ne le peuvent pas, et que les anticorps
neutralisant le CMVH peuvent moduler [linfection aux cytotrophoblastes
endovasculaires. La transmission du CMVH peut également se faire par le relargage

du virus depuis I'endothélium infecté a I'interface materno-feetale.

L’interface entre les cytotrophoblastes invasifs et les cellules endothéliales
dans les vaisseaux utérins remodelés quand les cytotrophoblastes remplacent le
lumen endothélial et les cellules musculaires peut étre un locus idéal pour la
réplication du CMVH (Pereira et al., 2005). Les protéines virales sont détectées dans
I'épithélium des glandes endométriales (décidua) et les cytotrophoblastes des
villosités libres et d’ancrage. Les macrophages et cellules dendritiques contiennent
des virions phagocytés. L’étude de linfection d’explants in vitro montre que les

cytotrophoblastes sous les syncytiotrophoblastes expriment des protéines virales.

Pour conclure, trois voies d’infection sont possibles: la premiére se fait par la
dissémination directe des cellules du sang maternel aux cytotrophoblastes présents
dans les villosités flottantes. La seconde se fait via des macrophages infectés par le
CMVH aux cytotrophoblastes invasifs ou en voie de différenciation dans la décidua.
La derniére s’effectue via les cellules infectieuses dans le sang maternel aux cellules

endothéliales et aux cytotrophoblastes endovasculaires.
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Figure n°17 : Schéma de la transmission du CMV dans les villosités chorioniques
flottantes. Voie 1 : Dans le syncytiotrophoblaste non infecté, les IgG du sang maternel sont
absorbés par pinocytose en se fixant sur les récepteurs FcRn. Les endosomes sont alors
recyclés ou traversent le syncytium vers la membrane basale par transcytose. Voie 2 :
suppression de linfection lorsque le complexe est fortement neutralisant a faible pH dans les
vésicules d’endocytose. Les complexes IgG-gB sont stockés dans des cavéosomes a pH
neutre (Cav). Les complexes virions-IgG sont alors amenés par transcytose au travers du
syncytiotrophoblaste et capturés par les macrophages villeux (M) aprés avoir été internalisés
dans le cytotrophoblaste. Voie 3 : Infection focale du cytotrophoblaste par les complexes
IgG-virions avec une faible activité neutralisante. L’infection peut alors se propager vers les
fibroblastes du stroma, les vaisseaux sanguins, les leucocytes et I'intérieur des villosités. En

rouge sont représentés les noyaux des cellules infectées (Maidji et al., 2006).

5.2 Impact de I'infection a CMVH sur la structure du placenta

Le CMVH va induire une inflammation du tissu conjonctif villositaire, appelée
villite. L’'observation au microscope des cellules placentaires montre la présence d’'un

aspect en «ceil de hibou» caractéristique de linfection a CMVH. Au niveau du
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chorion, le CMVH peut infecter les cellules progénitrices des trophoblastes et

empéche la formation des villosités chorioniques (Tabata et al., 2015).

Le CMVH va également impacter I'angiogenése et la vascularisation du
placenta. L’étude menée par Tabata dans un modéle de greffe dans la souris montre
que linfection du greffon par la souche VR1814 change la formation des villosités
d’ancrage, dont les colonnes sont plus gréles, constituées de cytotrophoblastes
individuels. A noter que I'impact sur la formation des villosités différe selon la souche
virale utilisée. En effet, on observe moins de différences entre les greffons non
infectés et les greffons infectés par la souche de laboratoire AD169 qu’avec la

souche VR1814 (Tabata et al., 2012).

Par ailleurs, I'étude de placentas issus de grossesses présentant une infection
congénitale a CMVH montre la présence de phénomeénes d’hypoxie avec des
villosités non vascularisées, et des niveaux élevés de VGEF-A et de son récepteur
FIt-1 dans le liquide amniotique (Tabata et al., 2012). D’autres défauts fonctionnels
sont observés au niveau cellulaire, dus probablement a des phénoménes

inflammatoires.

5.3 Cytokines, chémiokines, enzymes

En infectant le placenta, le CMVH induit 'augmentation de I'expression de
cytokines pro-inflammatoires telles MCP-1 et TNF-a, I'expression de la chémiokine
MCP-1 étant associée a la mort du feetus (Hamilton et al., 2012). L'infection a CMVH
change la balance immunitaire Th1/Th2 en altérant I'expression des cytokines dans

les cellules placentaires, et en augmentant I'expression des cytokines Th1 dans le

57



liquide amniotique telles TNF-a, IL-183, IL-12 et IL-17. Kovacs et al ont démontré que
I'infection des syncytiotrophoblastes par le CMVH augmentait de fagon significative

la production de cytokines inflammatoires comme IL-6 et II-8 (Kovacs et al., 2007).

Une étude menée par Scott et al. en 2012 sur des échantillons de liquide
amniotique de femmes infectées par le CMVH montre une augmentation significative
des cytokines TNF-alpha, IL10, IL-12, IL-15 et IL-17, ainsi que des chémiokines
CCL2, CCL4 et CXCL10 pendant le deuxiéme trimestre de grossesse (Scott et al.,

2012).

Il a été montré que le virus augmentait la production de la leucotriéne B4
(Benard et al., 2014) possédant des propriétés inflammatoires, ainsi que de la 5-
lipoxygenase, qui est I'enzyme catalysant cette leucotriéne a partir de l'acide
arachidonique. L’expression de lindoléamine 2,3-dioxygénase (IDO), qui permet
d’éviter le rejet de I'embryon par la mére, est diminuée par l'infection a CMVH,
notamment dans des placentas précoces (obtenus entre 8 et 11 semaines

d’aménorrhée) (Lopez et al., 2011).

5.4 Impact de I'infection a CMVH sur I'’expression de facteurs de croissance

Les facteurs de croissance, impliqués dans la vascularisation du placenta,
sont également impactés par l'infection a CMVH: I'étude menée ex vivo par Tabata
montre que les facteurs VGEF-A, VGEF-C, SVEGFR-3 et bFGF augmentent lors de
I'infection virale. Ces facteurs stimulent la prolifération des cellules endothéliales
lymphatiques, linfection a CMVH induit donc une prolifération anormale de ces

cellules. Cette étude a également démontré que le CMVH réduit drastiquement
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I'invasion endovasculaire des cytotrophoblastes impliqués dans la formation de la
vascularisation placentaire, amenant a la formation de vaisseaux chimériques
atrophiés (Tabata et al., 2012). L’expression des facteurs de croissance GM-CSF et

PDGF-bb est également augmentée (Scott et al., 2012).

L’'impact sur I'expression de ces facteurs varie également selon la souche
virale utilisée; l'effet est plus prononcé avec la souche VR1814, proche
génétiquement des souches cliniques, qu’avec la souche de laboratoire AD169

(Tabata et al., 2012).

6. Réponse immunitaire maternelle a I'infection a CMVH

La réponse immunitaire anti-HCMV est détectable dés la 22°™ semaine de
grossesse. On distingue deux types de réponse immunitaire face a une infection par
un pathogéne: la réponse immunitaire innée et la réponse immunitaire acquise. Si le
systéme immunitaire peut réguler l'infection a CMVH, certains effecteurs semblent
paradoxalement étre impliqués dans la transmission in utero du CMVH (voir figures

n°19 et 20).
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Figure n°18: représentation schématique des voies de transmission du CMV au
foetus et des réponses immunitaires potentiellement importantes dans prévention de la
transmission et de I'infection foetale. Le CMVH peut atteindre le placenta via le compartiment
maternel (a) ou remonter via le tractus reproducteur (b) et impacter les différentes

immunités, maternelle, placentaire ou foetale (Schleiss, 2013).
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6.1 Immunité innée

L'immunité innée joue probablement un rdle crucial dans la prévention de
I'acquisition des infections a CMVH congénitales et périnatales; cependant, en
fonction de facteurs génétiques, de I'état de tolérance immunitaire de la grossesse,
de I'évasion immunitaire virale, les effecteurs de 'immunité innée peuvent contribuer

a un risque accru de contracter l'infection (figure n°19).

TARBLE 1: Summary of innate immune responses and their proposed role in control of or susceptibility to congenital CMV infection.

Innate immunity and susceptibility/protection in congenital CMV infection

Maternal/placental/fetal

Immune effector Proposed effect on CMV transmission/disease

compartment
NK _ Maternal (pregnancy) (i) Decreased cytolytic potential
cells-CD5g™ e Uterine NK cells (ii) Increased risk of CMV transmission?
NK (i) Expansion of this NK subset in congenital and perinatal CMV

cllNREGE O compditment (ii) Correlation with symptomatic CMV disease?
(i) Neutrophils: possible role in defense

Fhagocytic el Fhsental compariunsnl (ii) Macrophage: potentiates spread to syncytiotrophoblasts?

(i) TLR2 polymorphism; | signaling to CMV glycoproteins; T risk of CMV disease
Toll-like Maternal compartment in transplant patients; increased transmission risk?
receplors Placental compartment (ii) TLR3 polymorphism; decreased signaling to CMV antigens

(iii) TLR7 polymorphism: decreased antibody response to glycoprotein B?

(i) T IL-8 | IF-y may correlate with increased transmission risk

(ii) Increased maternal CCL-10 correlates with transmission
Neonatal compartment

Cytokines (iii) Increased placental MCP-1 expression correlates with fetal demise
f i Maternal compartment 5 2 i S . y 5 :
Chemokines (iv) Physiological increase in uterine IL-10 in pregnancy: increased risk of
i Placental compartment ir i
Defensins reactivation/transmission?

Ehccotal-Etal intexfuee (v) Beta-defensins 8 and 31 proposed to be upregulated in amniotic fluid of

asymptomatically congenitally infected infants

Figure n°19: Tableau résumant les effecteurs de I'immunité innée et leur role présumé

dans le contréle ou la susceptibilité face a I'infection congénitale & CMVH. (Schleiss, 2013)

Les Toll-like receptor (TLR) sont une famille de récepteurs reconnaissant les
pathogénes et enclenchant la réponse immunitaire innée contre ces pathogenes. Les

glycoprotéines d’enveloppe gB et gH activent le TRL2 in vitro (Boehme et al., 2006).

D’autres TLRs sont impliqués dans la réponse a l'infection a CMVH: en effet, une

étude de 2007 portant sur des explants cervicaux et des cultures cellulaires de
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fibroblastes montre que des ligands pour TLR 2, 3, 4 et 9 permettent I'inhibition de
I'infection dans les explants cervicaux, tandis que dans les cultures fibroblastiques,
seuls les ligands pour TLR 3 et 4 permettent l'inhibition de l'infection a CMVH. En

effet, les deux tissus expriment des TLRs différents (Harwani et al., 2007).

Les cellules NK sont des effecteurs importants de I'immunité innée impliqués
dans le contrdle de l'infection virale. En effet, les cellules NK lysent les cellules
infectées-cible par le biais du systéme perforine/granzyme. Ces cellules produisent
également des cytokines pour moduler les réponses immunitaires adaptatives en
interagissant avec des cellules dendritiques. Nous avons vu précédemment que des
NK particulieres se trouvent dans la décidua. Bien que ces cellules NK difféerent des
cellules NK périphériques, elles possédent une capacité cytotoxique similaire a la

sous population des NK CD56 (Lash et al., 2010).

Ceci fait partie des différents mécanismes impliqués dans la tolérance
immunitaire nécessaire a I'état de grossesse. Ces cellules produisent diverses
cytokines dont notamment I'lFN-y qui participe a I'immunité innée et a la défense
contre les pathogénes (Strowig et al., 2008). Par conséquent, le potentiel cytotoxique
de ces cellules suite a une exposition au virus peut étre important dans la prévention

de la transmission du CMV en début de grossesse (Le Bouteiller et al., 2011).
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Le réle des cellules phagocytaires dans la protection contre [l'infection
congénitale est peu renseigné. Les neutrophiles semblent étre la premiéere ligne de
défense contre la transmission verticale du CMVH. Une étude menée par McDonagh
et al. sur des placentas infectés montre la présence de neutrophiles infiltrant les
villosités (McDonagh et al., 2006). Il est intéressant de noter que les infiltrations de
neutrophiles sont associées a une charge virale élevée, tandis que les macrophages
et cellules dendritiques sont observés a de niveaux plus faibles de charge virale.
Une autre étude menée dans un modéle ex-vivo placentaire a montré que les
macrophages peuvent également étre la cible de I'infection a CMVH et peuvent étre
a l'origine de la propagation du virus aux syncytiotrophoblastes (Weisblum et al.,

2011).

Les cytokines semblent étre des effecteurs importants dans le controle
immunitaire de l'infection a CMVH. Une grossesse qui se déroule normalement est
associée a une production croissante de la cytokine anti-inflammatoire IL-10 au fil
des trimestres et un profil orienté Th2 afin de permettre la tolérance vis-a-vis du
foetus. (Roth et al., 1996). Nous avons vu précédemment que l'infection a CMVH
impacte la production de diverses cytokines; cependant, ces cytokines n'ont pas
forcément un effet protecteur, en effet, certaines d’entre elles, dont IL-8 et 1I-10,

semblent accroitre le risque de transmission du virus.
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6.2 Immunité acquise

L'immunité acquise dans le contexte de linfection congénitale a CMV et
périnatale a clairement été plus largement évaluée que I'immunité innée. Un certain
nombre d'études ont tenté d'élucider le réle des anticorps en tant que protection
contre la transmission congénitale a CMVH et, paradoxalement, en tant que

promoteurs de la transmission du virus aux syncytiotrophoblastes (figure n°20).

TABLE 2: Summary of adaptive immune responses and their proposed role in control of or susceptibility to congenital CMV infection.

Adaptive immunity and susceptibility/protection in congenital CMV infection
Maternal/placental/fetal
compartment

Immune effector Proposed effect on CMV transmission/disease

(i) Delayed development of CD4+ T-cell lymphopreliferative response correlates
with maternal-fetal transmission

(i) Defective CD4+ immunity; diminished IF-y and IL-2 production in fetal and
early childhood infection

(iii) Defective fetal CD4+ response may contribute to congenital CMV infection

and disease

Maternal compartment
CD4+ T cells Fetal/neonatal
compartment

(i) Treg expansion: normal response to pregnancy
T-regs Maternal compartment (ii) | Tregs: correlates with protection against CMV disease in transplant recipients
(iii) Relevance to congenital CMV unknown

(i) CD8+ response to infection appears unaltered in pregnancy

(ii) Fetal CD8+ response to CMV antigens noted as early as week 22 gestation

(iii) Exhibit cytolytic properties and elucidate IF-y

(iv) Some studies raise questions about functionality?

(i) Fetal gammadelta T cells differentiate and expand in setting of congenital CMV
infection

(i) Produce IF-y and other cytokines

(iii} Role in protection of fetus, control of virus not clear

Maternal compartment
CD&+ T cells Fetal/neonatal
compartment

Gammadelta T cells  Neonatal compartment

(i) Variability in maternal antibody response based on viral strain variation,

possibly TLR polymorphisms
Maternal compartment (ii) Expression of neonatal Fc receptor may paradoxically promote transcytosis of
Antibody Placental compartment CMV particles across syncytiotrophoblast by low-avidity antibody
Fetal compartment (iii) High avidity antibody may neutralize CMV at placental interface

(iv) Transplacental transfer of therapeutic neutralizing antibody may improve
outcome of infected fetus

Figure n°20: Tableau résumant les effecteurs de Iimmunité acquise dans les
compartiments materno-foetaux, et leur roéle présumé dans le contrdle ou la susceptibilité
face a l'infection congénitale a CMVH (Schleiss, 2013).

L'ampleur de la réponse des cellules T CD4 + de la meéere a l'infection par le

CMVH semble jouer un réle important dans la prédiction de la transmission au feetus.
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La réponse CD4 au CMVH est précoce, orientée Th1 et impliquée dans la mise en

place et le maintien de la réponse CD8.

Les glycoprotéines virales gB et gH, la protéine de tégument pp65 mais
également les protéines non structurales |IE sont des cibles majeures de la réponse
CD4. Il a été démontré que la grossesse n’influence pas la réponse immunitaire
CD4+ spécifique au CMVH (Revello et al., 2006). Une étude menée sur des femmes
enceintes et non-enceintes, dont 8 séropositives pour le CMVH, a examiné la
proportion de cellules CD4+ spécifigues du CMVH dans les lymphocytes du sang
périphérique(Fujikawa et al., 2003). Si la proportion de ces CD4+ ne varie pas entre
les femmes enceintes quel que soit le trimestre, elle augmente chez les femmes
enceintes chez qui I'infection a CMVH se réactive. L’absence d’infection congénitale
apres ces grossesses tend a prouver que la réponse de ces CD4+ peut partiellement
contribuer a la prévention de la transmission intra-utérine dans le cadre de

réactivation ou de réinfection.

Il existe un sous-ensemble de cellules CD4+ connus sous le nom de lymphocytes
T régulateurs (Treg). Ces cellules sont impliquées dans le maintien de la grossesse
et la tolérance du systéeme maternel au feetus. Cependant, les Tregs peuvent
bloquer les réponses immunitaires antivirales. Le rble que jouent les Tregs dans la
susceptibilité ou la protection contre l'infection foetale a CMVH n'a pas été étudié

(Schleiss, 2013).
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Schéma récapitulant la force des réponses CD4+ et CD8+ face aux protéines

virales.(Gandhi and Khanna, 2004)

La primo-infection par le CMVH chez les hbétes immunocompétents induit

I'activation et la différenciation des cellules T naives CD8 +, qui deviennent des

cellules effectrices / mémoires capables de sécréter I'IlFN-y et de lyser des cellules

cibles infectées. La réponse CD8+ peut apparaitre dés la 22°™¢ semaine de

grossesse. Les antigénes qui induisent le plus la réponse CD8+ sont pUL123 (IE-1),

pUL122(IE-2) et pUL83 (pp65) (Crough and Khanna, 2009).
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Figure n°22: schéma représentant la proportion de réponse CD4+ et CD8+ selon les

protéines virales (Crough and Khanna, 2009).

Comme pour les cellules CD4+, la grossesse ne semble pas avoir un impact
sur la formation des CD8+. Le développement des réponses CD8+ dans le cadre
d'une infection par le CMV périnatale / congénitale a été examiné par un certain
nombre de groupes. Une étude a été menée par Pédron et al sur 16 méres ayant fait
une séroconversion au cours du premier trimestre de la grossesse et dont le foetus
était infecté. Les échantillons, recueillis entre la 22 et la 39°™e semaine de gestation,
ont montré des réponses similaires chez les meres et les foetus, bien que le pool de
CD8+ spécifiques du pp65 et la sécrétion d'IFN-y soient plus faibles chez le feetus

(Pédron et al., 2007).
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Bien que cette étude ne montre pas de protection des CD8+ contre I'infection
a CMVH feetale, une autre étude menée par Marchant et al sur des nourrissons
infectés congénitalement a démontré que la réponse CD8+ est similaire a celle
détectée chez 'adulte. Ces cellules ont une activité cytolytique forte dépendant de la
perforine et produisent des quantités abondantes de cytokines antivirales, en
particulier IFN-y (Marchant et al., 2003). D'autres études sont nécessaires pour
définir clairement le réle des cellules CD8+ produites a la fois dans les
compartiments maternel et foetal dans la protection contre l'infection congénitale a

CMVH.

Les cellules T yd sont des cellules T non conventionnelles qui ne nécessitent
pas de présentation de I'antigéne par le CMH, elles peuvent donc réagir rapidement
lors de I'activation. Les cellules T yd différenciées expriment des niveaux élevés
d'IFN-y, des récepteurs de cellules tueuses naturelles, et d'autres cytokines, et
semblent posséder une activité antivirale. Elles sont détectées aprés 21 semaines
de grossesse, cependant, la mesure dans laquelle ces cellules participent a la

défense antivirale in utero n’est pas encore bien définie.

Le role protecteur des anticorps vis-a-vis de la transmission maternofoetale est
fortement suggéré par la diminution marquée du risque de transmission chez les
femmes séropositives. La réponse humorale cible principalement les protéines
d’enveloppe gB et gH. D’autres protéines virales peuvent induire la production

d’anticorps, dont les protéines tégumentaires pp150 ou pp65, mais également le
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complexe gH/gL/UL128-131A nécessaire a l'infection des cellules endothéliales
(Jackson et al., 2011). Le taux d’anticorps anti pentameére et plus spécifiquement anti
gH/gL a été corrélé a une diminution de la transmission chez 14 femmes en cours de
primo-infection. De fagon intéressante la virémie était également moindre chez les
non transmettrices (Lilleri et al. 2013).

Bien que les anticorps jouent un rdle contre l'infection a CMVH, la protection est
incompléete. Le CMVH peut étre transmis au feetus lors des infections secondaires
réinfections ou réactivations, et peut infecter facilement le nouveau-né allaité, méme
si celui-ci a regu passivement des anticorps maternels.

En plus de fournir un effet protecteur pour le feetus infecté par le CMVH, les
anticorps semblent exercer une protection au niveau du placenta. Dans une
évaluation échographique de I'épaisseur du placenta, les femmes atteintes d'une
infection a CMV qui avaient un foeetus ou un nouveau-né avec une maladie a CMVH
possédaient un placenta significativement épaissi par rapport aux femmes atteintes
d'une infection a CMV dont le feetus ou I'enfant n’était pas atteint (La Torre et al.,
2006).

Paradoxalement, les anticorps maternels peuvent favoriser la transmission du
virus au feetus, via [I'expression du récepteur Fc néonatal sur les
syncytiotrophoblastes. Il a été démontré que les complexes anticorps-virus peuvent
déplacer la barriére syncytiale via ce récepteur, permettant I'entrée du virus dans la

circulation foetale, (Maidiji et al., 2006).
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7. Modéles d’études de I'infection congénitale a CMVH

Afin de comprendre au mieux les mécanismes d’infection du foetus par le
CMVH a travers le placenta, il est nécessaire de développer des modeéles se
rapprochant au plus prés des événements in utero. Nous verrons dans ce chapitre
les différents modeéles in vitro, ex vivo et in vivo qui ont permis une meilleure

compréhension des mécanismes d’infection congénitale a CMVH.

7.1 Modéles d’infection cellulaire in vitro.

Plusieurs types cellulaires peuvent étre utilisés pour I'étude de l'infection a
CMVH in vitro, comme les fibroblastes, les cellules endothéliales, les HUVEC. Les
cellules les plus intéressantes dans le cas de l'infection congénitale sont les cellules

de type trophoblastique.

En 1998, Hemmings et al ont pu ainsi développer des cultures de
trophoblastes isolés a partir de placentas de troisieme trimestre de grossesse, ainsi
que d’explants villositaires et des fibroblastes issus du chorion de placentas du
premier trimestre. Ces cultures in vitro ont permis de démontrer la permissivité des
trophoblastes a linfection CMVH, ainsi qu’a établir des cinétiques virales entre
différentes souches de CMVH; en effet, la souche Davis infecte moins rapidement

les CT issus de placentas a terme que Towne ou AD169.

Des cultures de ces cellules ont été développées a partir de trophoblastes
isolés de placentas a terme. Afin de les différencier en cytotrophoblastes, I'utilisation

du facteur de croissance EGF (Epithelial Growth Factor) est possible. Sans ce
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facteur, les cellules s’associent pour former des syncytiotrophoblastes (Fisher et al.,

2000).

7.2 Modéles ex-vivo

Les modéles de cultures cellulaires ne sont pas suffisants pour appréhender
I'infection dans les organes entiers. Des modéles d’explants placentaires ont été
développés afin de mieux comprendre les mécanismes de l'infection congénitale a
CMVH. Ces modéles ex-vivo reproduisent linterface materno-foetale, avec une
matrice cellulaire infectée par des souches de CMVH et une éponge de gélatine sur
laquelle est déposée I'explant a infecter. Ainsi, le placenta n’est pas en contact direct
avec le milieu contenant du virus produit par la matrice cellulaire, et I'infection se fait

uniqguement a travers I'éponge.

Ce modele a été utilisé sur des explants placentaires de premier trimestre
provenant d’avortements volontaires et de troisieme trimestre provenant de
césariennes (Hamilton et al., 2012),(Lopez et al., 2011). Il existe également des
modéles ex-vivo de la décidua. (Weisblum et al., 2011). Ces modéles ont permis de
montrer des différences de cinétiques d’infection virale: par exemple, la souche
Toledo, qui est similaire aux souches cliniques de CMVH, donnera de hauts titres
viraux dans les explants, tandis que les souches AD169 et Towne se propagent

moins bien dans les tissus (Tabata et al., 2012).

7.3 Modeéles animaux

L’utilisation de modéles animaux pose probléme pour I'étude de l'infection

congénitale a CMVH. En effet, le virus possede une spécificité d’hote stricte et il est
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impossible de l'utiliser pour infecter des animaux en gestation. Cependant, par
analogie avec les symptdmes induits par le virus, certains modéles de l'infection

congénitale a CMV existent.

La souris mus musculus est un modéle animal couramment utilisé en
recherche pour sa facilité d’entretien. Il existe un cytomégalovirus murin (MCVM) qui
permet d’étudier la maladie du CMV murin dans des modéles immunodéprimés et
immunocompétents. La souris est fréquemment utilisée pour tester de nouvelles

molécules antivirales in vivo.

Cependant, la souris n’est pas un bon modeéle de I'infection congénitale: en
effet, le placenta de souris difféere du placenta humain, il s‘agit d’'un placenta
hémotrichorial ou les cytotrophoblastes forment un syncytium, il n’y a pas de contact
direct avec le sang maternel a cause des nombreuses couches cellulaires qui
séparent la circulation maternelle et feetale (figure n°15). De plus, le MCMV est
incapable de traverser la barriere placentaire, sans compter le temps de gestation
trés court (18 a 20 jours) qui ne permet pas de comparer avec une grossesse

humaine.

Afin de contourner ces problémes, des greffes peuvent étre réalisées dans
des souris immunodéficientes. Bravo et al ont ainsi utilisé des éponges de gélatine
sur lesquelles se trouvaient des fibroblastes, et ont pu constater qu’au bout de 14

jours post greffe, une vascularisation se mettait en place autour de I'éponge (Bravo
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et al., 2007). Avec ce modele, ils ont pu ainsi tester le ganciclovir (GCV) en injection

intrapéritonéale.

Figure n°23: Comparaison entre le placenta murin et le placenta humain A. Le placenta
humain hémomono-chorial est une structure villositaire ancrée dans la caduque utérine via le
trophoblaste extravilleux, baignant dans le sang maternel. B. L'interface utérus-trophoblaste
humain est composée de fibroblastes de la décidua et de leucocytes maternels juxtaposés
au trophoblaste extravilleux (EVT) feetal. Certaines cellules de ce trophoblaste extra-villeux
migrent dans le myomeétre, tandis que d'autres remodeélent les artéres spiralées maternelles,
beaucoup restent reliées a une colonne de trophoblastes qui s'étend dans la villosité foetale
et s'arréte a une membrane basale qui sépare le trophoblaste des capillaires du feetus. C.

Section transversale d’une villosité. Le sang maternel est séparé des vaisseaux foetaux
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uniqguement par le syncytiotrophoblaste (SYN), dont la surface apicale est couverte par
microvillosités denses, ramifiées. Sous le syncytiotrophoblaste, une couche mononucléaire
de trophoblaste subsyncytial (MNT) qui est continue en début de grossesse, mais semi-
discontinue dans les trimestres suivants. Les deux structures sont sous-tendues par une
membrane basale.

D. Le placenta de souris est hemotri-chorial et forme un labyrinthe ancré dans la caduque,
en étroit contact avec les vaisseaux maternels et foetaux. E. Spongiotrophoblast (SPT) et
trophoblaste de cellules géantes (TGC) (analogues aux EVT) : La caduque est
essentiellement composée de leucocytes et de fibroblastes, ainsi que des artéres maternels
modifiées par des cellules géantes trophoblastiques. F. Section du labyrinthe. Séparant le
sang foetal du sang maternel on trouve une couche de trophoblaste mononucléaire (MNT)
recouvrant deux couches de syncytiotrophoblastes et 'endothélium feetal (FE) (Maltepe et
al., 2010)

Les primates sont les modéles animaux les plus proches des étres humains.
lls sont utilisés dans des études antivirales depuis les années 1990. Le macaque
rhésus est le modéle le plus proche de I'humain pour l'infection a CMV. En effet, les
symptoémes de l'infection a RhCMV, qu’ils soient chez les sujets adultes, ou lors de
l'infection intra utérine sont les mémes que ceux retrouvés chez I'étre humain.
Cependant, peu d’animaux sont RhCMV négatifs, et malgré le séquengage entier du
génome du CMV et la disponibilité d’'un BAC infectieux, ce modéle est peu utilisé

(Powers and Fruh, 2008).

Le cobaye («Guinea pig,»,GP) est utilisé notamment comme modéle d’étude
de l'infection congénitale. En effet, le placenta de cet animal est similaire au placenta

humain, avec une couche homogene de trophoblastes endothéliaux qui séparent les
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circulations maternelles et foetales. De plus la gestation (qui dure 70 jours) peut étre
divisée en trois trimestres comme celle des humains. Les affections congénitales
causeées par le GPCMV sont similaires a celles causées par le CMVH (Schleiss and
McVoy, 2010). Le foscarnet (PFA) et le cidofovir (CDV) sont efficaces pour enrayer
I'infection systémique, voire réduire le taux d’infection congénitale pour le CDV. Le
modeéle cobaye a permis de tester des stratégies de vaccination et d’immunisation

pour prévenir I'infection congénitale a GPCMV et ce depuis 1980 (Bia et al., 1980).

L’un des principaux inconvénients de I'utilisation du GPCMV est le manque de
sensibilité aux antiviraux lorsque les cibles antivirales différent; par exemple il est
résistant au GCV et au maribavir (MBV), ceci pouvant s’expliquer par la faible
homologie nucléotidique entre le géne GPUL97, et son homologue UL97 du CMVH,
responsable de la premiere phosphorylation du GCV permettant son activation.
Cependant la création, par mutagénése, via l'utilisation d’un bacterial artificial
chromosome (BAC) d’'une chimére GPCMV avec un géne UL97 humain permet
'obtention d’'une souche animale qui devient sensible au GCV et MBV de fagon

similaire a une souche humaine.
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Chapitre 3: Prise en charge et
traitements du CMVH
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1. Prévention de I'infection congénitale a CMVH

Le CMVH infecte 50 a 80% de la population mondiale, et linfection
congénitale a CMVH peut survenir suite a une primo-infection contractée lors de la
grossesse. Les jeunes enfants sont I'un des principaux réservoirs du virus, et de
plus, excrétent de grandes quantité de virus dans leurs urines, larmes, salive, tout en
étant asymptomatiques. lls sont donc une source importante d’infection primaire et
de réinfection chez les femmes enceintes. Différentes études montrent que de
simples mesures d’hygiéne, tel le lavage des mains et des surfaces, réduisent les
risques d’'une séroconversion. En effet, une étude menée par Adler et al sur 166
femmes montre que I'application de ces régles réduit significativement le risque de
séroconversion, et ce, méme lorsque ces femmes ont déja un enfant en bas-age
(Adler et al., 2004). Une autre étude menée sur un échantillon plus large (745
femmes séronégatives) confirme la réduction du risque d’'une séroconversion avec
une incidence de 7.6% pour le groupe contréle a 1.2% pour le groupe appliquant les

regles d’hygiéne (Revello et al., 2015).

Ainsi, les précautions suivantes peuvent étre prises pour limiter le risque de

primo-infection:

e Eviter le plus possible le contact avec les sécrétions corporelles des
enfants de moins de trois ans.

e Se laver soigneusement les mains en cas de contact avec les
sécrétions corporelles.

e Nettoyer les surfaces et objets potentiellement contaminés.

Manipulation des objets potentiellement contaminés avec des gants.
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Cependant, ces précautions ne permettent pas d’éliminer complétement la
transmission, notamment celles dues aux réactivations de virus endogene. Une
étude francaise de 2012 menée sur 800 personnels soignants, montre que, si les
symptomes et les conséquences sur le long terme liés au CMVH congénital sont
connus (plus de 60%), prés de 50% d’entre eux ne connaissent pas les risques de
réinfection ou de réactivation du virus pendant la grossesse (Cordier et al., 2012). |
est donc important que les personnels soignants soient formés sur la question de
I'impact du CMV congénital et du manque de traitements, afin de mieux informer les

femmes enceintes.

2. Traitements et inhibiteurs du CMVH

Le CMVH humain est une cause majeure de complication chez les patients
transplantés et les patients ayant contracté le virus du VIH en phase SIDA. Il existe
des traitements virostatiques administrés en prophylaxie ou en traitement curatif,
permettant de contréler la réplication virale chez ces patients immunodéficients.
Ceux-ci inhibent la réplication de '’ADN viral via leur action sur TADN polymérase du
CMVH, cependant, leur utilisation prolongée ou répétée, rendue nécessaire par
immunosuppression, induit une pression de sélection sur les souches virales, et
favorise 'émergence de souches résistantes (voir figure n° 24). De plus, leur relative
toxicité est un frein a leur utilisation pour certains patients et chez les femmes
enceintes. Cependant, d’autres cibles thérapeutiques ont été découvertes, et
certaines molécules peuvent réduire l'infection a CMVH. Dans ce chapitre nous

ferons un point sur les différents inhibiteurs du virus existants.
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Figure n°24: carte des résistances aux inhibiteurs de la polymérase virale pUL54
(Lurain et chou 2010) A: Domaines fonctionnels de la polymérase virale du CMVH avec
région IV/Exo Il codons 379 a 421, région 6C/Exo Il codons 492 a 588, région Il codons 696
a 742, région VI codons 771 a 790, région Il codons 805 a 845, région | codons 905 a 919,
région VIl codons 962 a 970 et région V codons 978 a 988. B: Mutations confirmées colorées
en fonction de la molécule pour laquelle est développée la mutation C : Polymorphismes

observés chez les isolats sensibles
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2.1 Inhibiteurs de I’ADN polymérase virale pUL54
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Figure n°25: Structure chimique des inhibiteurs de la polymérase virale UL54

2.1.1 Ganciclovir

Le ganciclovir (9-(1,3-dihydroxy-2-propoxymeéthyl)-guanine) est un analogue
synthétique désoxyguanosine utilisé en premiere intention de traitement chez les
patients immunodéficients. Il est généralement administré par voie intraveineuse, la

forme orale présentant une moins bonne biodisponibilité.

Chez les patients immunodéprimés, le ganciclovir est administré a raison de
10mg/kg jour sur une durée de deux a trois semaines par voie intraveineuse. Pour

les traitements curatifs et en prophylaxie a demi-dose. La molécule n’est active que
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sous forme triphosphorylée, la premiére phosphorylation étant effectuée par la

kinase virale pUL97, les deux suivantes par les kinases cellulaires.

Le valganciclovir est une prodrogue orale du ganciclovir permettant d’atteindre

des concentrations plasmatiques équivalentes a celles du ganciclovir intraveineux

2.1.2 Cidofovir

Le cidofovir (1-(3-hydroxy-2-phosphonylméthoxypropyl)-cytosine) est un
analogue nucléotidique de la cytidine, qui nécessite deux phosphorylations par les
enzymes cellulaires afin d’étre actif. Contrairement au ganciclovir, les étapes de son
activation sont indépendantes de la kinase virale pUL97. Il peut étre administré par
perfusion a hauteur de 5 mg/kg/semaine pendant deux a trois semaines aux patients
atteints par le VIH. Sa toxicité peut amener également a une neutropénie mais aussi

a une destruction tubulaire proximale.

2.1.3 CMX001 (brincidofovir)

Il s’agit d’'un ester lipidique, prodrogue du cidofovir, qui a été développé
contre les infections a smallpoxivirus (Painter and Hostetler, 2004) mais qui a
démontré son efficacité contre d’autres virus a ADN, notamment les herpesvirus, les
polyomavirus (Randhawa et al., 2006), adénovirus (Hartline et al., 2005) et ortho
poxvirus .(Hostetler, 2009) Il est absorbé par l'intestin gréle et transporté via des
phospholipides, il traverse les membranes par diffusion passive et facilitée, et
posséde une longue vie intracellulaire. Une fois dans la cellule, le groupement
lipidique est clivé et la molécule est phosphorylée par les kinases intracellulaires

pour étre convertie en cidofovir diphosphate. Contrairement au cidofovir, le CMX 001
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ne se concentre pas dans les tubules proximaux du rein et n’induit donc aucune

toxicité rénale.

Une étude menée sur des patients greffés (greffe des cellules
hématopoiétiques) traités 14 a 30 jours apres la greffe a montré que l'infection a
CMVH était réduite avec un traitement de 100mg ou plus administré une fois par
semaine. Aucune myélosupression ou néphrotoxicité n'ont été observées chez les
patients, cependant un dosage de 200mg peut développer des diarrhées sévéres

(Marty et al., 2013).

2.1.4 Foscarnet

Utilisé en traitement de seconde intention, il peut étre une alternative au
ganciclovir pour les patients atteints de neutropénie, le foscarnet est un composé
analogue des pyrophosphates, et ne nécessite, contrairement au ganciclovir et au
cidofovir, aucune phosphorylation pour étre actif. La molécule bloque I'ADN
polymérase virale en se liant au site pyrophosphate. Cette molécule est utilisée en
thérapie dans le cas de développement de souches résistantes au ganciclovir.

Cependant, cette molécule reste toxique, notamment au niveau rénal.
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2.2 Inhibiteurs de la kinase virale pUL97
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Figure n° 26: Structure chimique du maribavir

Le maribavir (5,6,-dichloro-2-isopropylamino-1-p-I-ribofuranosyl-1H-
benzimidazole, 1263W94) est un composé benzimidazole dérivé du BDCRB qui cible
la kinase virale pUL97 et empéche ainsi la formation de néovirions. Cette molécule a
montré de bons résultats sur des souches résistances aux ganciclovir, mais a
également favorisé 'émergence de souches virales résistantes.(Avery et al., 2010)

Alain et al 2014

De plus des tests effectués sur différentes lignées cellulaires (HEL, HFF et
MRC5), ont montré une différence d’efficacité du maribavir selon les conditions de
culture, dont la CI50 varie de 0.14 a 13,3 pM (Chou et al., 2006). Cependant, une
fois associé a des molécules telles la roscovitine ou le sirolimus, les valeurs de CI50
redeviennent similaires dans les lignées cellulaires. L’efficacité du maribavir est
également variable chez les patients chez les patients transplantés, en effet, si une

partie d’entre eux répondent favorablement au traitement, d’autres ont vu leur
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sérologie virale continuer d’augmenter. (Alain et al., 2013)(Snydman, 2011)-(Marty

and Boeckh, 2011)

2.3 Inhibiteurs des terminases virales

L LI

Figure n°27 : Structure chimique du BDCRB et du TCRB

Le TCRB (2, 5,6-trichloro-1-(B-D-ribofuranosyl)benzimidazole) et son dérivé le
BDCRB  (1H-B-D-ribofuranoside-2-bromo-5,6-dichlorobenzimidazole) sont des
composés développés dans les années 90 afin de palier a la toxicité du DRB (6-
dichloro-1-D-ribofuranosylbenzimidazole) (Townsend et al., 1995), (Zou et al., 1997) .
Ces composés interagissent avec le complexe pUL56/pUL89, empéchant le clivage
des concatéméres d’ADN viral avant leur encapsidation. Le BDCRB a une forte
action antivirale contre le CMVH in vitro (Townsend et al., 1995) et une étude menée
dans des souris greffés avec du tissu feetal rétinien montre I'efficacité du BDCRB in

vivo (Kern et al., 2004).
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Figure n°28: Structure chimique du toméglovir.

La molécule BAY 38-4766 (3-hydroxy-2,2-dimethyl-N-[4([[5-(dimethylamino)-1-
naphthyl] sulfonyl]Jamino)-phenyl]propanamide) agit sur le clivage et le packaging des
concatémeéres de I’ADN viral via les protéines virales du CMV pUL56 et pUL89
Cette molécule posséde un fort pouvoir inhibiteur sur le CMVH in vitro et sur le
MCMV en modeéle in vivo de souris (Reefschlaeger et al., 2001). Il est capable
d’inhiber la réplication virale d’isolats cliniques CMVH sensibles et résistants au GCV
(McSharry et al., 2001). BAY 38-4766 semble étre un bon candidat anti-CMV en
raison de sa faible toxicité cellulaire et de sa bonne biodisponibilité orale (Buerger et
al., 2001). Cependant, des mutants UL89 et UL56 sont résistants a ce composé

(Evers et al., 2002).
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Figure n°29: Structure chimique du letermovir

Le letermovir agit sur le complexe terminase du CMVH (Goldner et al., 2011)
et empéche ainsi 'encapsidation de ’ADN viral dans les néocapsides (Verghese and
Schleiss, 2013) avec une grande efficacité in vitro (CI150 comprise entre 15 et 30
nM). Il est également efficace in vitro contre linfection d’autres herpesvirus,
d’adénovirus et de rétrovirus (Marschall et al., 2012). De plus, le letermovir a montré
son efficacité dans la réduction du titre viral d’'un patient possédant des souches
multirésistantes aussi bien aux analogues de base qu’aux dérivés de l'artémisine
(Kaul et al., 2011) L’association du létermovir avec des inhibiteurs de I'’ADN

polymérase UL54 se révéle étre additive (Wildum et al., 2015).

A ce jour, aucun cas clinique de résistance au létermovir n'a été reporté,
cependant, des mutations dans le géne UL56 induisant la résistance au létermovir

ont été détectées in vitro (Goldner et al., 2014) (Goldner et al., 2015) (Chou, 2015).
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Ces mutations se situent en N-terminal a proximité de potentiels motifs
vraisemblablement impliqués dans la fonction de pUL56 (Champier et al., 2008)
(Goldner et al., 2014). La molécule est actuellement testée en phase Il d’essais

cliniques.

2.4 Inhibiteurs de la signalisation cellulaire
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Figure n°30: Structure chimique de I'aspirine et de 'indométacine

Lors de son cycle d’infection, le CMVH induit la production de prostaglandine
2 (PEG2) via I'enzyme cyclooxygénase 2 (COX-2) (Speir et al., 1998). Les anti-
inflammatoires non stéroidiens (AINSs) tels I'aspirine, couramment utilisés comme
antidouleur, inhibent les deux isoformes de l'enzyme (COX-1 et COX-2). Si
I'inhibition de l'activitt COX-2 diminue I'état inflammatoire, I'inhibition de Il'activité
COX-1 induit de nombreux effets secondaires dont des ulcéres,ce qui explique I'effet
a la fois bénéfique (inhibition COX-2) et délétére (inhibition COX-1). Fin des années
90, les premiers inhibiteurs spécifiques de la COX-2 sont développés, parmi eux le

celecoxib et le rofecoxib.
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L’aspirine et 'indométacine, deux composés inhibant de fagon non spécifique
les enzymes COX-1 et COX-2, peuvent réduire I'infection a CMVH in vitro (Speir et
al., 1998). Une étude a également démontré l'efficacité du celecoxib dans des
cellules de médulloblastome infectées par le CMVH (Baryawno et al., 2011) (Zhu et

al., 2002).

Artésunate

Figure n°31: Structure chimique de l'artésunate

L’artésunate est un composé retrouvé dans une plante chinoise, utilisé comme
traitement antipaludique de premiére intention ou par voie intraveineuse dans les
formes résistantes d’acces palustres. L’artésunate est une molécule composée d’un
sesquiterpéne lactone et d’'un pont endopéroxyde qui sera clivé aprés interaction de
I'antipaludique avec les ions Fe2+. La libération des radicaux libres a un effet toxique
sur le parasite et la vacuole. L’artésunate inhibe la réplication virale avant les étapes
trés précoces de la réplication, notamment en empéchant la phosphorylation de la

pRB, bloquant ainsi le cycle cellulaire en G1 (Roy et al., 2015).
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Un effet embryotoxique a été observé chez I'animal, mais pas chez I'humain,
en effet, des femmes sous traitement antipaludéen durant le second ou dernier
trimestre de grossesse n’ont pas rencontré d’effet indésirable. L’utilisation de
'artésunate durant le premier trimestre se fait cependant au cas par cas, faute
d’études suffisantes a ce sujet. Cependant, sa faible toxicit¢é au deuxiéme et
troisieme trimestre en font une molécule intéressante pour un éventuel traitement

des femmes enceintes contractant le CMVH au cours de la grossesse.

Si 'artésunate montre des CI50 intéressantes dans différents types cellulaires
(Schnepf et al., 2011), I'effet anti-CMVH de l'artésunate oral est variable en clinique,
et dépend vraisemblablement du mode d’administration du produit, du fait de sa

demi-vie courte (Wolf et al., 2011).

Par ailleurs, l'artésunate est efficace contre les souches virales résistantes
aux thérapies conventionnelles (Kaptein et al., 2006) (Germi et al., 2014) et
I'association de I'artésunate avec d’autres composés anti-CMVH tels le maribavir, le
ganciclovir, le cidofovir et le foscarnet permet de réduire I'lC50 de ces derniers, ce
qui fait de l'artésunate une molécule candidate pour de potentielles bithérapies anti-

CMVH (Chou et al.,2011) (Kaptein et al., 2006).
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Figure n°32: Structure chimique de divers flavonoides

Les flavonoides sont des composés retrouvés dans les plantes, connus
notamment pour leurs effets anti-inflammatoires et antioxydants. Il a été montré que
ces molécules agissent sur de nombreuses voies cellulaires et qu’elles posséedent

des propriétés antimicrobiennes (Beecher, 2003).

Des flavonoides ont été testés in vitro sur différentes souches de laboratoire et
clinigues du CMVH, ainsi que sur I'herpés simplex. Plusieurs d’entre eux,

particulierement les trihydroxychalcones, se sont avérés toxiques sur les fibroblastes.
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Cependant, la baicaléine et la quercétine se sont avérées efficaces contre I'infection

in vitro. (Cotin et al., 2012)
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Figure n°33: Structure chimique d’inhibiteurs des cdk.

Les kinases cellulaires sont importantes pour le bon déroulement du cycle
cellulaire. Elles sont également utilisées par de nombreux virus pour leur réplication
(Schang, 2002). La réplication du CMVH requiert les cdk1, cdk2, cdk7 et cdk9
(Marschall et al., 2011). Les inhibiteurs des cdk, utilisés en thérapies cancéreuses,
peuvent étre des composés potentiellement utilisés en thérapie antivirale. Des

composés inhibant de fagon compétitive 'ATP, comme le flavopropidol et la
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roscovitine, montrent une bonne efficacité contre les herpésvirus (Schang, 2002).
Une étude de Bresnahan a démontré que la roscovitine, inhibant la cdk2, réduit
I'infection virale a CMVH in vitro (Bresnahan et al., 1997). Cet inhibiteur empéche la
phosphorylation de la protéine viral pUL69, impactant sa localisation intranucléaire

mais également le transport des ARNm non épissés (Marschall et al., 2011) .

Le principal inconvénient de ces molécules est leur manque de spécificité vis
vis-a-vis des kinases ciblées, ce qui induit de nombreux effets secondaires durant les

traitements.

2.5 Immunosuppresseurs

Everolimus Sirolimus

Figure n°34: Structure chimique de I'everolimus et du sirolimus

Le sirolimus et I'everolimus sont des inhibiteurs de la protéine mTOR, qui est
une sérine-thréonine kinase régulant la prolifération cellulaire, la croissance
cellulaire, la mobilité cellulaire, la survie cellulaire, la synthése protéique et la
transcription (Dreyer et al., 2009). Ces composés sont utilisés comme
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immunosuppresseurs et possédent une action sur la réplication du CMVH chez les

patients transplantés (Nashan et al., 2012).
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Figure n°35: Structure chimique du léflunomide

Le léflunomide (N-[4-trifluoromethylphenyl]-methylisoxazol-4-carboxamide) est
un immunosuppresseur anti-inflammatoire utilisé depuis 1998 pour soigner I'arthrite
rhumatoide. Il inhibe la phosphorylation des protéines tyrosine et la voie de
biosynthése des pyrimidines (Sudarsanam et al., 2006). Comme les protéines de la
capside virale sont des phosphoprotéines, le Iéflunomide agit sur la morphogénése
des virions (Waldman et al., 1999). Cependant, malgré sa bonne biodisponibilité, le
léflunomide n’est pas exempt d’effets secondaires: en effet, des cas d’anémie, de
diarrhées ont été rapportés chez des patients transplantés. (Chacko and John,

2012).
3. Immunisation passive: les immunoglobulines

L’'immunisation passive peut étre envisagée pour réduire les effets
pathogénes du CMVH. Une étude menée par Nigro et al entre 1995 et 2003 sur des

femmes enceintes ayant contracté le CMVH pour la premiére fois pendant la
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grossesse montre que les globulines hyper immunes réduisent l'infection congénitale
a CMVH. En effet, seulement 16 % des femmes qui ont bénéficié de 'immunisation
passive ont vu leur enfant étre infecté par le CMVH, alors que 40% des femmes
n‘ayant pas été traitées ont eu un enfant infecté (Nigro et al., 2005) . Cependant,
immunisation passive ne semble pas réduire l'infection in utero suite a une primo-
infection. En effet, une étude a été menée sur 36 femmes, chez qui une primo-
infection a CMVH a été diagnostiquée, ont été traitées avec I'immunoglobuline en
intraveineuse pendant le premier ou le second trimestre de grossesse(Buxmann et
al., 2012). Cette étude montre un faible impact de 'immunisation passive, en effet, 8
bébés (soit 22%) sont nés infectés et asymptomatiques, ce qui est une proportion
équivalente a celle retrouvée dans I'étude effectuée par Enders en 2011 (23.8%).
Cette étude portait sur I'infection intra-utérine du CMVH suite a une infection primaire

sur un panel de 248 grossesses (Enders et al., 2011) .

Les immunoglobulines ont également été testées lors d'une étude
randomisée de jeunes patients transplantés en 2009. Parmi eux, 62 ont regu un
traitement d'immunoglobuline. La combinaison du ganciclovir en prophylaxie et de
I'injection d’immunoglobuline réduit le risque d’infection a CMVH, en effet, seuls 14
sujets traités avec 'immunoglobuline ont développé une maladie a CMVH comparé a
62 patients pour le groupe non traité (Ranganathan et al., 2009). Une étude de 2010
menée par Maidji et al montre I'impact d’un traitement par immunoglobulines sur le
placenta. La réplication virale ainsi que les dommages dus au CMVH étaient inhibés

par le traitement (Maidji et al., 2010).
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4. Vaccins

Le CMVH est la premiére cause d’infection congénitale virale. Les traitements
actuels, inhibant 'ADN polymérase virale, ne sont pas recommandés aux femmes
enceintes du fait de leur potentiel tératogéne sur le foetus. La vaccination peut étre
envisagée afin de prévenir les primo-infections pendant la grossesse. Comme nous
'avons vu dans les chapitres précédents, cette situation aggrave le risque pour le
foetus de contracter le CMVH in utero et donc de présenter des séquelles dues au
virus. La vaccination des patients transplantés peut étre également envisagée, afin

d’éviter la réactivation du virus due aux immunosuppresseurs.

La problématique du développement d’'un vaccin contre le CMVH se pose dés
les années 70 et un premier vaccin constitué de la souche AD169 atténuée est
développé par Merck entre 1974 et 1979, suivi d’'un vaccin constitué de la souche
Towne atténuée dans les années 80 (Plotkin, 2015). Les années 90 verront le
développement de différentes stratégies, dont des vaccins peptidiques, des vaccins
recombinants Towne-Toledo et du premier vaccin canarypox (développé par Sanofi

Pasteur).

Actuellement, aucun vaccin prévenant l'infection a CMVH n’est disponible,
mais des vaccins sont en cours d’essai en phase clinique (voir figure n°36) (McVoy,
2013). Nous verrons dans ce chapitre les différents vaccins congus pour contrer

'infection a CMVH.
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Type Vaccine Developer Components Status

Live attenuated Towne Wistar Whole virus Phase 2
Towne-Toledo 1,2, 3,4 Aviron/Medimmune Whole virus Phase 1
Subunit protein gB/MF59 Chiron/Sanofi gBMF59 Phase 2
(G5K1492903A GlaxoSmithKline gB/ASO? Phase 1
Subunit DNA vectored TransVax Vical gB, pp65 Phase 2
CyMVectin Vical gB, pp65 Late preclinical
Subunit viral vectored AVXB01 Alphavax/Novartis qB/ppB5-ET Phase 1

Figure n°36: tableau résumant des vaccins en cours de développement/essai

clinique (Mc Voy 2013).

4.1 Vaccins constitués de souches virales vivantes

L’'une des méthodes de vaccinations les plus couramment utilisées est
I'utilisation de souches virales vivantes atténuées, donc non pathogénes, cette
méthode stimulant la réponse immunitaire humorale et cellulaire. Ainsi, une étude
réalisée en 1995 par Adler et al sur des femmes enceintes, en utilisant un vaccin
constitué de la souche Towne atténuée par passages successifs sur des cultures de
fibroblastes (Adler et al., 1995). Ce vaccin, testé sur des patients a été bien toléré.

Cependant, il n’aide pas a la prévention de l'infection congénitale a CMVH.

4.2 Autres vaccins

D’autres stratégies vaccinales ont été testées, basées sur [l'utilisation de
vaccins inertes, constitués par exemple de plasmides bi et trivalents (pp65, gB, IE1),
de peptides, de vaccins chiméres composés de plusieurs souches de CMVH, ou de
vaccins recombinants exprimant la gB, basés sur un canary pox atténué (Bernstein
et al., 2002). Le vaccin Transvax qui est constitué de plasmides gB ou pp65 a été

utilisé sur patients transplantés avec une bonne efficacité (Kharfan-Dabaja and
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Nishihori, 2015), mais également dans la prévention de la transmission du CMVH

chez les femmes en age de procréer (Pass et al., 2009).

Le vaccin Sanofi Pasteur gB avec adjuvant MF59 a été étudié dans deux
essais de phase 2 qui ont montré que le vaccin évite la séroconversion de 50% des
femmes séronégatives (Griffiths et al., 2011). Toutefois, cet effet est observé

uniquement lors de la premiére année suivant la vaccination.

Malgré ces résultats encourageants, la question de la population a vacciner
n’est pas résolue. Afin de réduire I'infection congénitale, la campagne de vaccination
peut cibler les femmes enceintes, soit avant la premiere grossesse, soit lors de
'accouchement. Les adolescents peuvent également étre une cible vaccinale, mais
les tout-petits sont une autre population potentielle. En effet, les nourrissons
excrétent d’'importantes quantités de virus tout en étant asymptomatiques, et sont
une source d’infection primaire et de réinfection chez les femmes enceintes.
Cependant la vaccination des trés jeunes enfants (moins de 2 ans), si elle pourrait
eviter I'apparition de symptémes liés au CMVH, pose des soucis d’'un point de vue

éthique.
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Chapitre 4: Etude expérimentale

Objectifs de I’étude expérimentale

Le cytomégalovirus humain est un virus impliqué dans de nombreuses
pathologies chez les patients immunodéficients, et est devenu la premiére cause
d’infection virale congénitale depuis la mise en place de la vaccination contre la
rubéole. Les antiviraux actuels, inhibiteurs de la polymérase virale, favorisent
I'’émergence de mutations de résistance, et sont contre indiqués durant la grossesse
du fait de leur toxicité et leur possible tératogénécité. |l devient donc nécessaire de
trouver de nouvelles molécules thérapeutiques et de développer des modéles
d’infection placentaire afin de mieux comprendre les mécanismes impliqués dans

I'infection in utero par le CMVH.

Le CMVH altére la balance Th1/Th2 nécessaire au bon maintien d'une
grossesse viable. L'induction de cytokines pro-inflammatoires peut constituer un

facteur important dans le développement de pathologies chez le feetus infectés.
Les objectifs de ce travail de thése ont été:

v' de tester de nouvelles molécules au potentiel antiviral, notamment des
inhibiteurs de I'enzyme cyclooxygénase-2, dans le modele d’infection in
vitro sur lignée fibroblastique couramment utilisée au sein de

'UMR1092.
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v' de développer un modele viable de culture d’explants ex-vivo de
premier trimestre de grossesse.

v d’étudier I'efficacité antivirale de différents composés antiviraux dans le
modele d’explants de 1°" trimestre de grossesse

v de comparer les événements inflammatoires via notamment la
production de cytokines entre premier et troisieme trimestre de
grossesse dans un méme modeéle de culture d’explants placentaires,
afin de mieux comprendre les mécanismes induits par le CMVH. Cette
derniere partie a été réalisée en collaboration avec le laboratoire de
recherche en virologie du Pr WD Rawlinson, Prince of Wales Hospital a

'université de Sydney.
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Résultats
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Etude de P’effet de molécules inhibitrices de I’infection a

CMVH in vitro.

1. Introduction

La premiére partie de ce travail de thése a été d’étudier de nouvelles molécules
au potentiel anti-CMVH. En effet., comme nous l'avons vu précédemment, le
cytomégalovirus humain est un pathogéne opportuniste, qui, s’il ne provoque pas de
complications chez le sujet immunocompétent, pose de nombreux problemes chez
les patients a risques tels les personnes atteintes du syndrome d’immunodéficience
acquise (SIDA) ou les transplantés allogéniques. Le CMVH est également retrouvé
dans de nombreuses tumeurs cancéreuses, notamment dans les médulloblastomes
et glioblastomes. Méme s’il n’est pas oncogéne, linstauration d'un état pro-
inflammatoire et les effets anti-apoptotiques de sa kinase pUL97 favoriserait
'expansion des cellules cancéreuses. Il a été démontré que ['utilisation des
traitements antiviraux anti-CMV conventionnels permet la réduction de ces tumeurs

(Hadaczek et al., 2013).

Cependant, les traitements inhibant la réplication virale, utilisés en prophylaxie ou
en traitement de l'infection a CMVH, induisent chez les patients une pression de
sélection sur les souches virales, amenant a 'émergence de résistances. Il est donc

nécessaire de rechercher de nouvelles cibles thérapeutiques.

L’utilisation d’anti-inflammatoires non stéroidiens, telle I'aspirine, a montré leur
effet sur l'infection a CMVH (Speir et al., 1998). Cependant, ces composés ont de

nombreux effets adverses, notamment sur le tractus gastro-intestinal. Des composés
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inhibant la COX-2, uniqguement impliquée dans les mécanismes inflammatoires ont
été développés afin d’éviter ces désagréments, cependant, certains ont dia étre

retirés du marchés suite aux problémes cardiaques qu’ils induisent.

L’équipe EA 1069 de la faculté de Pharmacie de Limoges a développé des
composés associant une structure flavoinoidique et des radicaux retrouvés dans les
inhibiteurs de la COX-2 afin de réduire la toxicité des molécules. En effet, les
flavonoides sont des composés présents dans les plantes, aux propriétés anti-

inflammatoires et antimicrobiennes largement décrites.

Nous nous sommes intéressés a ces composés pour leur effet sur la
production de la prostaglandine (10uM de ces composés peuvent réduire de plus de
75% l'activite COX-2)(Gueye, 2013). Ainsi, nous avons testé leur toxicité et leur
potentiel anti-CMVH in vitro et les avons associés avec d’autres molécules connues
pour leur action sur le virus. Nous avons comparé les résultats obtenus avec
'indométacine, un anti-inflammatoire non stéroidien inhibant de fagon non spécifique
les enzymes COX-1 et COX-2. L'ensemble de ces résultats a été soumis a la revue

Antiviral Research.

2. Article: New cyclooxygenase Il inhibitors and their impact on HCMV

infection in vitro.
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1. Introduction:

Human cytomegalovirus (HCMV) is an opportunistic virus involved in severe complications
in immunocompromised patients like transplant recipients. Moreover, even if it is not an
oncogenic virus, an association between HCMV and some cancers like glioblastomas and
medulloblastomas has been suggested '. Indeed, HCMV pp65 and IE proteins are found in
tumoral tissue * and the virus interferes with different pathways of oncomodulation to increase
its own replication3‘4. One of these oncomodulatory pathways is the production of
prostaglandin 2 (PGE2) that promotes inflammatory conditions. PGE2 is a product of
cyclooxygenase 2 (COX-2), an enzyme produced in inflammatory conditions only, in contrary
to cyclooxygenase 1 (COX-1) which is a constitutive enzyme >, Amount of COX-2 increases
when cells are infected with HCMV and it has been shown that COX-2 is needed for viral
infection®. And non-specific COX inhibitors, such as aspirin and indomethacin, inhibit

HCMV infection in vitro.® .

Aspirin and indomethacin belong to non-steroidal anti-inflammatory drugs (NSAIDs), which
are worldwide used for their anti-inflammatory and analgesic effects, but are associated to
serious adverse effects like gastric bleeding or perforation and hepatotoxicityS due to the
COX1 inhibition. Specific COX-2 inhibitors were developed to reduce these adverse effects,
but they were found to be responsible for cardiac side effects. So, there still a need for safer

compounds.

With this aim, some new chalcones with substituents found in conventional anti-COX
compounds have been recently synthetized. Chalcones belong to the flavonoid family,
molecules widespread in plants known for their antioxidative, anticancer and antimicrobial
properties’. Flavonoids can inhibit COX-2 expression and furthermore, they also have

interesting antiviral properties against herpesviruses including cMmv!', Among those, new
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compounds RG193 (4’-chloro-2’-hydroxy-4-sulfamoylchalcone), RG194 (2’-hydroxy-4’-
methyl-4-sulfamoylchalcone), RG998 (2’-hydroxychalcone) and RG1401 (2’-hydroxy-4’-
methyl-4-methylsulfonylchalcone) where shown by EA1069 to significantly inhibit PGE,

production (data not shown).

As these compounds could have an interest against HCMV infection, their antiviral activity
and toxicity were tested in vifro. Combinations with other antiviral compounds were also
evaluated, as the association of valganciclovir and the specific COX-2 inhibitor celecoxib

prevented HCMYV replication in vitro and reduced medulloblastoma tumor cell growth'2 .
2. Methods:
2.1 Compounds

COX-2 inhibitors RG193, RG194, RG1401 and RG998 (chemical structures shown in
Figure 1) were synthetized by EA1069 research team (Limoges University, France), diluted in
dimethylsulfoxide (DMSO, Sigma, Ilkirch France) at 10 mg/mL, and stored at -80°C.
Baicalein (BAI) and quercetin (QUER) were given by EA4021 research team (Limoges
University , France) and were prepared as described above. Indomethacin was purchased from
Sigma (Ilkirch, France) and was prepared and stored like previous compounds. Ganciclovir
(GCV) (Cymevan®, Roche Pharma, Neuilly, France) was purchased from providers.
Maribavir (MBV) (Viropharma Incorporated, Exton, USA) and artesunate (ART) (Janssen,

Titusville, USA) were provided by Viropharma and Janssen laboratories respectively.
2.2 Viruses and cell culture

For antiviral assays a laboratory strain AD169-GFP (gift from Eva Borst and Martin
Messerle, University of Hannover , Germany) and three clinical isolates were used: TROAO7,

one naive isolate from congenitally infected newborn , and two multi-drug resistant strains,
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CHAJ06, with an UL97 C592G and UL54 N408K and G841A substitutions, and JAMPO1,
with an UL97 AS595S substitution.

Human embryonic lung (HEL) fibroblasts (MRC-5) (bioMérieux, Lyon, France) were
cultured in modified Eagle’s medium GlutamaX (Eurobio, Les Ulis, France) supplemented
with 10% fetal bovine serum (FBS), 1% gentamycin, 1% penicillin and used between

passages 25 and 35.

2.3 Cytotoxicity assay

Toxicity of compounds and associations was measured using the CytoTox96 Non-Radioactive
cytotoxicity assay (Promega, Charbonniéres, France), in confluent or non-confluent MRC-5 in
96-well plates. This assay determines the lactate dehydrogenase (LDH) activity in the residual
cells after incubation with the tested drug. Five days post-treatment, LDH activity was
determined by measuring colored reaction with an O.D. reader. At each concentration of drug,
the absorbance at 490 nm was compared to control wells with the same compound
concentration without cells. The 50% cell cytotoxicity (CCsp) and 90% cell cytotoxicity
(CCyp) were determined graphically as the concentration of molecule, which causes 50% and

90% cellular death, respectively.

2.4 Antiviral plaque reduction assay

Antiviral assays were conducted as previously described 1 with some modifications. Briefly,
a 48 well plate of MRC-5 confluent cells was infected for 3h with the AD169-GFP strain or
with the isolate, at a multiplicity of infection (MOI) of 0.01.infected-cell/cell to reach 25 to 50
plaques per well. Then the medium was removed and cells were incubated with different drug

concentrations for five days. Foci of infected cells were visualized on optical microscope (or
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fluorescent microscope for AD169-GFP) and counted; 50% inhibitory concentrations 1Csq

were determined graphically.

2.5 Western blot analysis

To investigate the viral replication step inhibited by these new anti COX-2 western blot
analysis was performed. RG 193, RG 194, RG 998, RG 1401 and indomethacin were added
on 25-cm2 flask of AD169-GFP-infected MRC-5 at a concentration of four-fold IC50. After a
5 days incubation period, cells were washed with cold PBS 1%, and 500 pL of RIPA lysis
buffer (150 mM sodium chloride, 1.0% NP-40, 50 mM Tris, pH 8.0) with anti-proteases
(1/1000, Sigma, Ilkirch, France) were added on cells. After 5 minutes at 4°C, lysate was
harvested and centrifuged at 10 000 g at 4 ° C and supernatant was stored at -20°C. Samples
were mixed with equal volume of Laemmli buffer, heated 10 min to 94°C with 1% DTT and
1% pB-mercaptoethanol. 20 uL of mix were loaded onto a 6% sodium dodecyl sulfate
polyacrylamide gel. After electrophoresis and transfer,(on a Biorad apparatus) viral proteins
were detected by E13 mouse monoclonal antibody anti-HCMV immediate early IE1-72 and
IE2-86 proteins (BioMérieux, Meylan, France) and revealed with the WesternDot™ 625 kit
(Invitrogen,Carlsbad, USA), under UV light, following provider’s instructions. Protein levels
were estimated by semi-quantitative measurement of intensity of the bands using Imagel]
software, comparing with the control and the B-actin level (revealed with an anti B-actin

antibody from Sigma, Ilkirch, France).

2.6 Synergy trial
MRC-5 cells were infected in the same conditions as for a plaque reduction assay.
Cyclooxygenase inhibitors were associated with other antiviral compounds: artesunate (ART),

maribavir (MBV), quercetin (QUER) and baicalein (BAI), and GCV. Antiviral compounds
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were associated at 2-fold IC50; IC50, Y2 IC50 and Y% ICS50. The data were analyzed with
Compusyn© software 13 and the combination index (CI) was calculated for each association
in constant ratio of compounds. Values of CI determined the effect of the association: CI<0.9:

synergy; 0.9<CI<I.1: additive effect; CI>1.1: antagonism.

3. Results:
3.1 Cytotoxicity assay

All values are reported in Table 1. Cytotoxicity of new compounds was evaluated on
confluent and growing MRC-5 cells and compared with indomethacin and ganciclovir
toxicity. Ganciclovir is the less toxic molecule, with a CC50 higher than 2 mM both in
confluent and growing cells. All cyclooxygenase inhibitors were more toxic in confluent than
in growing cells. Indomethacin reached a CC50 of 2 mM in growing fibroblasts, but is more
toxic in confluent cells (CCso = 250 pM). All new compounds had a higher toxicity than
indomethacin. Among all tested molecules, RG1401 is the most toxic with a CCsp of 41.7 uM
found in growing cells and a CCsg of 50 uM in confluent cells. RG193, with a CCsq of 1500

uM in growing cells and 185 uM in static cells, was similar to indomethacin.
3.2 Antiviral activity

Compounds were tested on the laboratory strain AD169. All ICsy were 10 fold higher than
ganciclovir IC50; furthermore new compounds and indomethacin shown similar antiviral
activity. Compounds were also tested on several clinical HCMV strains. The ICso and their
sensitivity to new antiviral compounds were determined. For each clinical strain, sensitivity

indexes 50% for cyclooxygenase inhibitors were lower than 2.

3.3 Inhibition of early viral steps
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Expression of HCMV immediate early proteins were analyzed in presence of the new COX-2
inhibitors and indomethacin by western blotting (Figure 3). The IE71 and IE2-86 proteins
were expressed in our control (viral culture without compound). Whatever the compound
except RG1401, 4-fold ICsp dose reduced expression level of immediate early proteins. Thus,

4-fold ICsp of RG998 and RG193 inhibited totally expression of immediate early proteins.
3.4 Association of RG193 with other antiviral compounds

RG193 was associated with other compounds inhibiting HCMV replication: two flavonoids,
baicalein (BAI) and quercetin (QUER) 10 artesunate (ART)M, an antimalarial compound,
maribavir (MBV), an UL97 inhibitor 15 and GCV, used as the reference treatment. Efficiency
of these associations was compared with associations of indomethacin with the same
compounds. Compusyn© software was used to determine the combination index (CI) and the

kind of association: synergistic, additive or antagonistic. (See results in Table 2)

Association of RG193 was synergistic with MBV or BAI, additive with GCV or ART, and
antagonistic with QUER. Concerning the non-specific cyclooxygenase inhibitor
indomethacin, only the association with MBV was synergistic; adding flavonoids or ART

resulted to antagonistic effect and finally, association with GCV was additive.
4. Discussion

HCMV involvement in some cancer development has been suggested. Indeed, to enhance its
replication, it increases amount of COX-2 enzyme in infected cells and establishes an
inflammatory state 7 In gliomas, level of COX-2 expression was directly correlated to glioma
grade and associated with shorter survival in glioblastoma patients'®. Non-steroidal anti-
inflammatory drugs, capable of inhibiting cyclooxygenase, significantly suppressed the

17,18

growth of glioblastoma and medulloblastoma in preclinical models . Also, short-term use

(< 10 years) of anti-inflammatory medication was associated with a protective effect against
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glioblastoma . Furthermore, targeting HCMV could reduce the tumor growth and improved
survival of patients with glioblastoma receiving the ganciclovir prodrug, valganciclovir .
Moreover, the association of a CMV inhibitor and a specific anti-COX-2 drug is known to
enhance this reduction'”. However, COX-2 inhibitors have various side effects, and there is a
need for safer drugs. In the present study, four recently developed anti-COX-2 compounds
were tested against HCMV infection in vitro. These compounds associating a flavonoid core
and substituents found in conventional COX-2 inhibitors were found to significantly reduce

PGE2 production (personal data from R Gueye, EA 1069, Limoges University). .

Regarding toxicity of these compounds, all of them were more toxic than ganciclovir and
indomethacin, but with various levels. RG194 and RG1401 compounds have substituents
found in coxibs like celecoxib (CH; and SO, NH,) and etoricoxib (SO,CH; and CH3) 2 The
SO,NH,; group seems to increase the toxicity of RG1401 compared to RG998. RG193 is the
less toxic compound, the presence of a chlore atom seems to reduce toxicity compared to
RG194 which has a CH3 group. However, they are less toxic than other chalcones (tri
hydroxy chalcones) that we have previously tested 0

We demonstrated that these molecules have an antiviral efficacy similar to the non-specific
cyclooxygenase inhibitor indomethacin. Moreover, all those compounds are effective against
clinical multi-drug resistant strains and congenital strains. Interestingly, we observed a
stronger antiviral efficiency of indomethacin on congenital strain than on laboratory or
resistant strains. As expected, all the compounds act before the early stage of the viral cycle,
except RG1401, which antiviral efficiency seems to be correlated to its high toxicity. This
very early inhibition presents an interest for using this kind of molecules in combination with

other antiviral compounds targeting other pathways.

Association of a specific COX-2 inhibitor and an anti-CMYV is known to significantly impair

development of tumors 2/ So, we chose to combine RG193, which was the less toxic and the
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most efficient new COX-2 compound, with other antiviral compounds. Association of
RG193 with quercetin is antagonistic, probably due to their similar chemical structure, and to
the inhibition of COX-2 by quercetin previously described . Surprisingly, the association
between RG193 and artesunate is additive, while we could expect a synergistic combination
as artesunate targets the NF-kB pathway 2 However, the antimalarian molecule has a short

2

half-life, which could explain the additive relationship 3. The other associations are

synergistic, which is hopeful for an eventual use of specific COX-2 inhibitors with more
conventional anti-HCMV treatments in anti-cancer bitherapy, to avoid resistant mutations
emerging and reduce concentrations of administered drugs. Although development of COX-2
inhibitors with a flavonoid core is promising, new studies are necessary in order to find new

compounds with less toxicity and the same efficacy.
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Table(s)
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Drugs CC50 on growing CC50 on confluent CC90 on growing CC90 on confluent
fibroblasts (uM) fibroblasts (uM) fibroblasts (uM) fibroblasts (uM)

RG998 165+ 18 62. 5+1.8 >2000 175
RG1401 41.743.8 50+14.14 >2000 95
RG193 1500 185+ 3.54 >2000 750
RG19%4 145+32 115+ 53 >2000 650
Indomethacin >2000 250 >2000 600
Gaticiciovit >2000 >2000 >2000 >2000

Table n°1: Cytotoxic concentration 50% (CC50) and 90% (CC90) determined for RG998, RG1401,
RG193, RG194 indomethacin and ganciclovir in growing and confluent MRC-5. Values are

representative of three time experiments.

Drugs Combination | Parameters Mean CI Effect
Dm (uM) m r

RG 193 1538+£3.6 0.85£0.2 | 0.96+0.22
Indo 23.76x 1.57 | 0.98+0.38 | 0.96x0.01
GCV 1.18+0.15 | 0.95+0.21 | 0.97+0.02
MBV 1.19£0.62 [ 0.65%0.28 | 0.950.01
BAI 471+1.6 | 0724028 | 0.87 +0.14
QUER 6.3+1.6 | 0.73+£0.13 | 0.97 £0.03
ART 6.34+3 0.9+0.12 | 0.98+0.01

RG 193-GCV 0.92+0.09 Additive

R193-MBV 0.37+£0.03 Synergy

RG193—QUER 2.08 +£0.43 Antagonism

RG193-ART 0.96 043 Additive

Indo-GCV 0.96 +0.03 Additive

Indo -MBV 0.81+0.12 Synergy

Indo-BAT 1.74 £0.54 Antagonism

Indo-QUER 29 £043 Antagonism

Indo-ART 2.17+0.59 Antagonism

Table n°2: Molecules association in vitro. Dm (dose—response values median effect (IC50)), m (shape
of the dose—response curve) and r (linear correlation coefficient; r=1 indicates perfect fit) for each
single drug were derived using Compusyn software (Chou and Martin, 2007). Based on these values,
the Cl was derived for each drug combination. CI<0.9, synergy; 0.9<Cl<1.1, additive effect; CI>1.1,

antagonism. Values are representative of three time experiments. Indo: indomethacin; GCV:

ganciclovir; MBV: maribavir; BAl: baicalein; QUER: quercetin; ART: artesunate.
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Figure n°1: Chemical structure of tested compounds.
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Figure 2: Effect of COX2 inhibitors on clinical strains CHAJO6 (Multidrug resistant strain with UL97
C592G+UL54 N408K G481A mutations), JAMPO1 (multidrug resistant strain with UL97 A595S) and
TROAO7 (congenital naive). Inhibitory concentration 50% (IC50) were represented over error bars,
and representative of 3 times experiments.
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Figure n°3: HCMV immediate-early protein production in presence or absence of the different COX
inhibitors. +: presence of compound/AD169; -: absence of compound/AD169; indo: indomethacin

118



3. Conclusion

Le CMVH est un herpésvirus qui pourrait étre impliqué dans des formes de
cancers tels les glioblastomes et les médulloblastomes. Certains auteurs ont montré
que linhibition du CMVH par un traitement antiviral permettrait une réduction de la
masse tumorale. Parallélement, l'inhibition de I'enzyme COX-2 impliquée dans les
processus inflammatoires semble étre une voie thérapeutique contre linfection a

CMVH dans le cas de ces tumeurs.

Nous avons testés des inhibiteurs de cette enzyme développés récemment
par lI'équipe EA1069 de Limoges. Ces composés comportent un squelette
flavonoidique permettant de réduire la toxicité due aux radicaux COX-2. Parmi les
composés testés, RG193 présente une toxicité et une efficacité antivirale similaire a
'indométacine, notre anti-inflammatoire non stéroidien de référence. Les souches
cliniques résistantes au ganciclovir que nous avons testées se révélent étre
sensibles aux composés, ce qui conforte l'intérét que peut présenter ce type de

molécule.

Nous avons montré que l'association de RG193 avec le maribavir et la
baicaléine est synergique. Cependant, l'augmentation de la concentration en
baicaléine augmente conjointement la mort cellulaire. Si ces composés ne peuvent
étre administrés a des femmes enceintes pour qui les anti-inflammatoires peuvent
avoir des conséquences sur le feetus, ils peuvent étre envisagés pour d’autres
patients, dans le cadre de bithérapie, afin de diminuer les concentrations nécessaires
en antiviraux et diminuer 'émergence de mutations de résistance. Nous avons
observé que RG193 inhibe la production des protéines trés précoces, mais a ce jour,
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il n’est pas possible d’identifier un mécanisme d’action précis. Il serait intéressant de
reproduire ces essais en cellules endothéliales, en mesurant en paralléle la

transcription de COX-2.
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Mod¢éle ex-vivo de ’infection placentaire durant le premier

trimestre.

1. Objectifs

Le second axe de recherche a consisté en I'étude de la physiopathologie de
I'infection a CMVH et de I'impact des molécules antivirales conventionnelles sur le
placenta au cours du premier et troisieme trimestre de grossesse, grace a un modeéle
de culture d’explant ex vivo utilisant une matrice infectieuse de fibroblastes et des
éponges de gélatine. Ce modéle de culture d’explants reproduit au plus prés les
conditions in vivo. Dans un premier temps, la mesure de la viabilité et 'infection des
explants de premier trimestre de grossesse ont été effectuées ainsi que des premiers
essais antiviraux. Le modeéle a été ensuite amélioré, et nous a permis de mesurer,
via la détermination du profil d’expression des cytokines dans les surnageants de
culture et dans les tissus placentaires, I'impact sur les cytokines pro-inflammatoires
du CMVH. Ce modéle nous a également permis de tester de nouvelles molécules au
potentiel anti-CMVH, dont [l'artésunate et le maribavir, qui pourront étre
potentiellement administrés aux femmes enceintes par leur efficacité antivirale
couplée a un faible effet cytotoxique. Une collaboration avec le laboratoire de
virologie du Pr W. Rawlinson a Sydney, nous a permis de faire un premier travail de

comparaison avec le troisieme trimestre de grossesse.
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2. Résultats

2.1 Article 1: “Ex vivo model of congenital cytomegalovirus infection and
new combination therapies”

Ce premier travail sur le placenta de premier trimestre de grossesse a
consisté au développement d’'un modele ex vivo permettant I'étude de linfection
virale a CMVH dans les villosités flottantes de placentas. Aprés vérification de
I'efficacité de ces différentes molécules in vitro, nous les avons testé dans notre

modele, administrées seules ou en combinaison avec d’autres composes.

L’objectif principal était de rechercher les meilleures combinaisons, a la fois
efficaces et avec une toxicité réduite, a partir d’antiviraux utilisés en clinique comme
le cidofovir, inhibiteur de '’ADN polymérase virale, 'artésunate, un antipaludéen, et le
maribavir, inhibiteur de la kinase virale pUL97. La quercétine et la baicaléine, deux
flavonoides étudiés précédemment au laboratoire, (Cotin et al. 2012) ont également
été utilisés dans cette étude, afin d’exploiter leur potentiel en bithérapie. Ces
différents composés ont d’abord été testés in vitro, étape indispensable avant tout
essai dans des modéles tissulaires. La viabilité des explants placentaires, via la
quantification de I'hormone chorionique gonadotrope humaine (hCG) a également
eté testée, ainsi que les cinétiques virales de la souche de laboratoire AD169 et la
souche clinique P*, provenant d’une infection congénitale. Ce travail est présenté

sous forme d’article, accepté dans la revue Placenta en novembre 2014
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Introduction: Congenital human cytomegalovirus (HCMV) infection is a major public health problem due
to severe sequelae in the fetus and newborns. Currently, due to their toxicity anti-CMV treatments cannot
be administered to pregnant women. We thus developed an ex vivo model of 1%¢ trimester placental CMV
infection to observe the route of infection across the placenta and to test the efficacy of various new
drugs targeting different stages of viral cycle.

Methods: After validation of the viability of floating villi explants by ELISA B-HCG, the kinetics of

Keywords:
Placental infection
Ex vivo model

?:t‘;zxgladtz placental infection were determined by immunochemistry and qPCR in this ex vivo model. Antiviral
Maribavir susceptibility was determined in vitro using focus reduction assay and by qPCR in the ex vivo model.

Results: The ex vivo model showed viral infection in trophoblasts and mesenchymal space of floating villi.
In vitro, antiviral combinations of maribavir with baicalein or artesunate inhibited viral infection by more
than 90%. On the other hand, in ex vivo model, infection was reduced by 40% in presence of maribavir and
artesunate. The synergistic effect observed in vitro was not observed ex vivo.
Discussion: This model allowed us to understand the CMV spread in 1% trimester floating villi better and
to analyze the anti-CMV efficacy and toxicity of new drugs that could be administered to pregnant
women, either alone or in combination.
Conclusions: Such an ex vivo model could be applied to other viruses such as rubella or parvovirus B19
and in new drug development.

© 2014 Elsevier Ltd. All rights reserved.

1. Introduction

Human cytomegalovirus (CMV) is a ubiquitous herpesvirus,
with seroprevalence ranging from 50 to 80% worldwide. The virus
is responsible for the most common congenital viral infection in
developed countries, Congenital CMV infection can cause severe
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0143-4004/© 2014 Elsevier Ltd. All rights reserved.

disease in infants including neurosensory deficits, thrombocyto-
penia, hepatosplenomegaly or death of newborns [1]. Out of 1000
births, seven infants will have congenital CMV infection worldwide,
of whom 1 to 2 (0.1%) will have permanent clinical sequelae [2].
Consequences of CMV transmission across the placenta vary
depending on the gestational age [3,4]; the risk of sequelae or
abortion, being the most important during first trimester [5,6].
Currently, the route of transmission of CMV from mother to fetus is
not clearly defined. CMV has been detected in different placental
compartments including anchoring and floating villi. Two possible
routes of transmission to the fetus have been suggested: either via
invasive cytotrophoblasts (CT) of anchoring villi within the uterine
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wall or across floating villi syncytiotrophoblasts (ST) with subse-
quent infection of the underlying CT [7,8]. CMV has been detected
in floating villi, in endothelial cells, fetal macrophages (Hofbatier
cells), CT and ST [9—11]. Knowing that ST are in direct contact with
the maternal blood, these cells represent a potential site of entry of
CMV towards the fetus [9].

Anti-CMV treatments are currently used in immunocompro-
mised patients: ganciclovir (GCV), cidofovir (CDV) and foscarnet
(PFA), all inhibit the viral DNA polymerase pUL54, Unfortunately,
these molecules are toxic (neutropenia, myelosuppression, renal
toxicity), therefore precluding administration to pregnant women
[12—15].

The aim of our work was to develop an ex vivo model of
congenital CMV infection allowing to determine the route of CMV
spread in placenta and to test antiviral efficacy of new drugs,
Maribavir (MBV), Artesunate (ART), Quercetin (QUER) and Baicalein
(BAI). These molecules were selected due to their activities on
various viral cycle stages and due to their low toxicity. ART, an
antimalarial, QUER and BA], two flavonoids, previously tested for
their anti-CMV potential in our unit, targeted early stages of CMV
replication leading to apoptosis in the host cell [16—19] and MBV, a
benzimidazole compound, with good oral bioavailability and low
toxicity [20] inhibits encapsidation of neovirions [21,22].

2. Materials and methods
2.1. Cell and viral cultures

Monolayer cultures of human embryonic lung fibroblasts (MRC-5 cells, Bio-
merieux, Lyon, France) were seeded into 48-well plates (5.10* cells/well) in culture
medium consisting of Dulbecco’s Eagle Minimal Essential Medium (DMEM), sup-
plemented with 10% fetal bovine serum, penicillin (1000 1U/ml), gentamicin
(0.01 mg) and incubated 5 days at 37 °C in 5% CO, until confluence was reached.

CMV laboratory strain AD169 (ATCC, VR-538) and a clinical isolate P*, recovered
from urine of an untreated newborn with congenital infection, were used. Cell-free
virus stocks were obtained by passages on MRC-5 cells up to 80% infection before
collecting the supernatant. Virions stocks were stored at —80 °C and titered on MRC-
5 cells in foci forming units per ml (PFU/ml).

2.2. Antiviral compounds

CDV (Vistide®, Gilead, Cambridge, UK), GCV (Cymevan®, Roche Pharma, Neuilly,
France), PFA (Foscavir®, Astra, Washington, USA) were purchased from providers.
MBV (Viropharma Incorporated, Exton, USA) and ART (Janssen, Titusville, USA) were
provided by Viropharma and Janssen laboratories respectively, and flavenoids by the
LCSN EA1069 research unit (Limoges, France).

2.3. Antiviral plaque reduction assay

MRC-5 confluent cells were infected for 3 h with AD169 or P* strains at a mul-
tiplicity of infection (MOI) of 0.01 (DMEM — 10% fetal calf serum (FCS). The medium
was removed and cells were incubated with various drug concentrations for five
days. The overlay was then removed and cells were fixed (—20 °C, 20 min) with 90%
acetone. The cell monolayers were incubated for 30 min with primary monoclonal
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Fig. 1. Dose effect curves of combination therapy in vitro and ex vivo. (A—E). Curves representing the pharmacological effect of each molecule and combination therapy in vitro. A.
Association MBV/PFA. B. Association MBV/BAL C. Association ART/BAL D. Association ART/MBV. E. Association BAI/PFA. (F—G). Curves representing the pharmacological effect of each
molecule and combination therapy ex vivo. F. Association MBV/ART. G. Association ART/BAL Curves were drawn using the software compusyn® [23]. Fa, fraction affected; Dose,
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antibody anti-CMV Immediate Early Antigen (LE.A, 1gG1k, clone E13, 1:25 in PBS,
Argene, Biomerieux, France), then washed 3 times in PBS and incubated with sec-
ondary antibody goat anti-mouse peroxidase (1:100 in PBS, Argene) for 30 min. Foci
of infected cells were visualized and counted by 3,3'-Diaminobenzidine (DAB)
marker (Dako, Courtaboeuf, France). 50% inhibitory concentrations 1Csp were
determined and compared to controls without drugs. The pharmacological effect of
different drug combinations was evaluated by dose effect curve using Compusyn®
software [23].

24. Cytotoxicity assays

Toxicity of each compound was measured using the CytoTox96® Non-
Radioactive cytotoxicity assay (Promega, Lyon, France) either in confluent or at
growing stage (subconfluent) MRC-5 fibroblasts as previously described [ 16].

2.5. Ex vivo model

MRC-5 cells were infected with AD169 or P* strains, at 0.6 to 20 PFU/cell (DMEM
— 10% FCS) (Fig. 2). After four days, sponges with placental explants were added and
incubated over four days for explant infection (mean infectious titer of supernatant
conferred a 0.1 MOl/explant cell). Then, medium was substituted by fresh medium
containing antiviral drugs. Control wells without drug were performed. Every four
days, explants were fixed in liquid nitrogen for immunohistochemistry and qPCR
assays. Supernatant were stored at —20 °C for p-human chorionic gonadotropin
(HCG) concentration measurement. Placentae were collected from voluntary preg-
nancy terminations (8—14 weeks gestation) and washed (9% saline — penicillin,
1000 1U/ml). Then, floating villi (5 mm? explants) were separated from placenta in a
sterile environment by cautious disruption of placental villi with needles or surgical
pliers in physiological saline buffer, then cut and placed on 1 cm® sponges (Spon-
gostan dental™, NewPharma, Liege, Brussels) floating on the culture medium.

2.6. Viral load measurement

CMV DNA extraction. Placental explants were lysed by proteinase K (Qiagen,
Hilden, Germany) in 200 mM Tris — 10% Sodium Dodecyl Sulfate at 56 °C until total
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Fig. 2. Ex vivo model, kinetics of CMV infection and tissue viability. A. Schema of
ex vivo model of capillarity CMV infection in floating villi of placenta: placental villi
were put on a small gel sponge floating on the supernatant of infected MRC-5 fibro-
blasts and were thus infected by capillarity at a 0.1 MOL Quantification of AD169 (B.
light gray bar) and P* (C. dark gray bar) CMV copies per cell of floating villi during 24
and 28 days in ex vivo model (n = 3) and quantification of HCG released by explants in
medium of ex vivo culture (by Elisa testing) in infected or not infected explants (n = 3).
Beta HCG variations during time were not significant (p > 0.1, Wilcoxon-Mann Whitney
test) for test B and significant for test C (p = 0.01, Wilcoxon-Mann Whitney test).

degradation. Then, nucleic acids were extracted using the Easymag instrument
(Biomerieux) following protocol specific B. gPCR for Albumin and CMV were per-
formed in triplicate using previously described methods [24,25] with modifications:
amplification was performed in Mx3005P-apparatus Stratagene (Agilent Technolo-
gies, Massy, France) with Perfecta qPCR SuperMix (Quanta Biosciences, Gaithers-
burg, USA) following the supplier's instructions. The number of cells present in each
explant was deduced from albumin coding sequence quantification, (the mean
number of cells in each explant was approximately 10) and thus CMV copies/cell
were determined.

2.7. B-HCG concentration

B-HCG released by syncytiotrophoblasts was measured in the supernatant using
electrochemiluminescent “sandwich” ELISA on magnetic microparticles (Cobas,
Roche, Neuilly, France). Results were expressed in mIU/ml/cell.

2.8. Immunohistochemical assays

Frozen explants were cut (5 um sections, Leica CM30508), placed on Superfrost®
Plus slides (ThermoScientific™), fixed in methanol (—20 °C) 20 min at 4 °C and
permeabilized with 0.25% Triton X-100 — PBS. Antigen unmasking was performed
for 30 min by incubation in medium containing 10% FCS — 0.5% Bovine Serum Al-
bumin (BSA) — PBS. Slides were incubated overnight (4 °C) with primary antibodies
(1% FCS — 0.5% BSA — PBS): Trophoblast staining, monoclonal rabbit anti-human
Cytokeratin 7 (CK7, IgG, clone SP52, 1:100, Abcam, Paris, France); CMV staining,
monoclonal mouse anti-LEA (IgG1k, clone E13, 1:20, Argene) or anti-glycoprotein B
(gB, IgG1, clone 2F12, 1:100, Abcam); Mesenchyme staining, goat polyclonal anti-
vimentin (Vim, IgG, 1:100, Abcam). Tissues were washed 3X5 min (0.05% Tween-
20 — PBS). Slides were incubated for 90 min with secondary antibodies (1:200,
goat anti-rabbit DyLight 405/594, goat anti-mouse DyLight 488/594 (Thermo-
Scientific™) or donkey anti-goat alexa fluor 405 (Abcam) in 0.05% Tween-20 — 5%
FCS — PBS in the dark. After washing in PBS, slides were either mounted with
Merckoglas® (Merck, Fontenay sous bois, France) or nuclei staining DAPI (Sigma
Aldrich). In order to check non specific staining, three controls were performed:
labeling a non-infected tissue with the anti-CMV antibodies, labeling with sec-
ondary antibody alone and labeling with isotype controls by substituting primary
antibodies of interest by sera containing immunoglobulin from same species and
same isotype as the primary antibodies. Isotype controls mouse 1gG1 (for LE.A and
gB), rabbit IgG (for CK7) and goat IgG (for Vim) were purchased from Abcam. Ob-
servations were performed by confocal microscopy (Zeiss Axiovert, LSM510).

3. Results
3.1. Efficacy, toxicity of anti-CMV molecules in vitro

1C50-90 of AD169 and P* strains in vitro are reported in Table 1.
MBV has a strong antiviral activity at low concentrations against
AD169 (ICsg: 0.41 uM + 0.22) and P* (IC50: 0.69 uM + 0.16; 1Cop:
1.03 = 0.11 pM) strains. As concerns new molecules targeting early
stages of viral replication such as ART and flavonoids, these mole-
cules were able to inhibit viral strains (ICsg: 1.26 + 0.13, 0.7 + 0.23
and 2.59 + 0.22 for ART, BAI and QUER respectively) by 50%.
Moreover, ICgp was reached at 3.3 uM BAL Interestingly, all of the
compounds tested at IC5o dose showed little or no toxicity for cells
(<8.8% cellular toxicity).

3.2. Efficacy of combination in vitro

In order to detect a possible synergistic effect, we tested efficacy
of anti-CMV combination therapies at low concentrations. ICsgo
were summarized in Table 1 and dose—effect curves are repre-
sented in Fig. 1.

o GCV/PFA was used as a control because of its known synergistic
effect against CMV [26,27]. Indeed, replication decreased by 90%
with 2.5 uM GCV and 12.5 uM PFA (78% and 25% inhibition,
respectively, for each drug alone).

e MBV/PFA. We observed an additive effect of molecules. IC5p was
reached at 0.25 pM MBYV and 12.5 pM PFA against AD169 strain.

o MBV/Flavonoids. Adding QUER to MBV did not improve the in-
hibition of viral load relative to the effectiveness of the single
MBV. However, an additive effect was identified for BAI/MBY,
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Table 1

1C50, 1C90 in vitro and ex vivo and cellular toxicity of drugs alone or in combination. IC50 and 1C90 were determined in vitro in MRC-5 cells with AD169 and P* strains for each
molecule (alone or in association, n = 3). IC50 was also measured ex vivo 18 days post-infection in floating villi (n = 3/4). Cellular toxicity of molecules, alone or in combination

was tested by a cytotoxicity assay in subconfluent and confluent MRC-5 cells (n = 3).

1C50 in vitro (uM)

1C90 in vitro (uM)

1C50 ex vivo (M) % Cellular death

Viral strains Viral strains Viral strain Subconfluent cells Confluent cells
AD169 P AD169 P AD169 /1C50
Alone GCV 12+0.78 Nt 7.3 +1.62 Nt Nt 0 0
PFA 1852 + 1.22 Nt 150 = 23.7 Nt Nt 0 0
v 05+001 08 Nt Nt <1.8" 0 0
MBV 041 +0.22 0.69 +0.16 2356 + 11.56 1.03 = 0.11 041 + 0.06 0 0
ART 196 +1.32 126 +0.13 Nr Nr 25+035 0 <4.59
BAI 036 +0.15 0.7 +0.23 33 431+ 297 Nr 0
QUER 48 + 081 259 +0.22 Nr 833+04 Nt <8.8 <4.7
Combinations  GCV//PFA Nt Nt 25/[125 Nt Nt Nt Nt
MBV//PFA 0.25//12.5 Nt 0.25//50 Nt Nt Nt Nt
MBV//ART 0.25//2 0.25//2 5//0.25 1//0.25 05//2 <26 0
ART//BAI 1//0.275 Nt 1//22 Nt 2//11 0 0
BAI//PFA 0.275//12.5 Nt 1.1//50 Nt Nt Nt Nt
MBV//BAI 0.25//4.4 111 20//44 1/2.2 Nt Nt Nt
MBV//QUER Nt 1/24 Nt 5//2.4 Nt Nt Nt

4

, not tested. Nr, not reached.” for AD169 and P'.

leading to a reduction of infection of the P* strain over 90% at
low concentrations (2.2 uM BAI, 1 uM MBV).

MBV/ART. In an encouraging way, a synergistic effect was
observed at low concentrations. ICsg reached with 0.25 and
2 UM for MBV and ART respectively (P* strain).

BAI/PFA. Although ICgp was reached for AD169 strain (1.1 pM
BAL 50 pM PFA) an antagonistic effect of molecules was
observed at low concentrations of PFA.

BAI/ART. At 1 and 0.275 uM for ART and BAI respectively, 1Csq
was reached. Surprisingly, the increase in concentration of the
two molecules resulted in an antagonistic effect.

3.3. Ex vivo model

The ex vivo model allowed us to study the kinetics of CMV in-
fections, the location of the virus during the propagation in floating
villi and the efficacy of news antivirals.

The viral load was measured in each explant every four days in
parallel to the tissue viability. Cell survival was determined by B-
HCG concentration (half-life is 24/48 h) and reported as the number
of cells/explant.

3.3.1. Viability of explants

B-HCG production kinetics were measured in non-infected, AD169
and P* infected explants from Day (D)1 to D24/28 (Fig. 2). We
observed a persistent and constant B-HCG secretion in supernatant
whether in the presence of AD169 strain (B) (0.15—0.3 mIU/ml/cell,
p > 0.1) or not, suggesting that AD169 strain does not significantly
reduce cell viability of placentae over short term culture, On the other
hand, the decrease in the amount of B-HCG released by syncytio-
trophoblasts seems related to the virulence of the clinical strain
(p = 0.01); while the difference between B-HCG concentration in the
two control placentas (without virus) was not significant (p = 0.66).

3.3.2. CMV infection kinetics

The number of CMV copies increased at D8 to 16 (AD169 strain,
B) and to D20 (P* strain, C) (Fig. 2). After decline, a secondary in-
crease of viral load occurred at D20 and D24 to reach a peak at D24
and D28 for AD169 and P* strains, respectively. At D28, number of
CMV copies/cell was 8 fold higher than D8 (P* strain). Kinetics of
released B-HCG suggest that explants of floating villi remains viable
during the AD169 infection course.

3.3.3. P* strain propagation in floating villi

Virus spread was followed by immunohistochemistry using
cellular and viral markers that target early (L.E.AA) and late (gB)
stages of viral cycle (Fig. 3). ST were stained by anti-CK7 (red),
nuclei by Dapi (yellow) and intermediate filaments by anti-Vim
(dark blue). At D10 post-infection, CMV was absent from
placental cells (C-D). However, at D16 (E), double staining showed
the presence of gB only in the ST. The virus then spread in
mesenchymal fibroblasts of placental villi (F-H). At D18, early
proteins of virus were colocalized in both ST (G) and mesenchymal
space (H). Moreover, the anti-gB antibody was also detected in fi-
broblasts (F). These data suggest that CMV spreads by capillarity
from the underlying fibroblasts to the explants, enters into villi by
ST (D16, 18) and then propagates to mesenchyme (D18). Absence of
virus detection by immunohistochemistry at D8 and 24 was
consistent with the lower viral loads measured by qPCR. Isotype
controls and non-infected explants were negative for anti-CMV
staining.

3.34. Efficacy of drugs

Ex vivo, we tested efficacy of anti-CMV administered alone or in
combination at D18, when the peak viral load was observed. We
quantified viral load in each explant, in the presence or not of drugs.
We defined ex vivo 1Csq as the concentration drug for which the
viral load was reduced by 50% (Table 1).

o CDV. Anti-CMV efficacy of CDV was tested for 24/28 days (Fig. 4).
CDV decreased by half the number of CMV copies/cell for AD169
(A) and P* (B) strains, over time. Interestingly, CDV was able to
reduce viral load by approximately 5 times at D10 (B) but did not
inhibit completely the infection of placental villi.

MBV. The compound showed significant inhibition of viral
growth (Fig, 5A). At 1 pM, viral load was reduced three fold
compared to the negative control. Ex vivo, ICsp (0.41 + 0.06 pM)
against AD169 strain was similar to in vitro.

ART. In the same manner, ART was effective against AD169 strain
(Fig. 5A). Ex vivo, ICso was 2.5 + 0.35 pM. At 16 pM, viral repli-
cation was almost completely inhibited (data not shown).

BAL Unlike ART, BAI had no an anti-CMV effect ex vivo. In fact, at
1.1-2.2 uM, BAI led to a slight but not significant reduction of
viral load (Fig. 5B). IC59 was not reached at the concentrations
tested.
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Vim/l.E.A

Fig. 3. Spread of CMV P* strain in floating villi during 18 days in ex vivo model. (A—H) Immunostaining of CMV P* strain in cell of floating villi. Negative controls of CMV markers: gB
[late protein, green] (A) and LE.A [immediate early protein, blue] (B). (C—D) Immunostaining of CMV at day 10 post-infection. (C) Triple labeling of Syncytiotrophoblasts (ST)
[CytoKeratin 7, CK7 (red)] — Nuclei [Dapi (yellow)] — CMV [gB (green)]. (D) Triple labeling of Syncytiotrophoblasts [CK7 (red)] — Nuclei [Dapi (yellow)] — CMV [LEA (blue)]. (E)
Immunostaining of CMV at day 16 post-infection. Double staining of ST [CK7 (red)] — CMV [gB (green)]. (F—H) Immunostaining of CMV at day 18 post-infection. (F) Double staining
of mesenchymal cell [Intermediate filaments marker, vimentin, Vim (blue)] — CMV [gB (green)]. (G) Double staining of ST [CK7 (red)] — CMV [LE.A (blue)]. (H) Double staining of
mesenchymal cell [Vim (dark blue)] — CMV [LE.A (light blue)]. Some colors were modified from original fluorescence to allow simultaneous detection of various antigens.

e MBV/ART. Unexpectedly, association inhibited viral load of
AD169 strain (Figs. 1 and 5A) but did not improve the beneficial
effect observed by MBV administered alone, unlike the syner-
gistic effect observed in vitro.

e ART/BAL This association had no beneficial effect against
infection compared to efficacy of ART administered alone (Figs. 1
and 5B), Surprisingly, increasing the concentration ART at 4 pM
led to a removal of the inhibition of viral replication in the
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Fig. 4. Ex vivo effectiveness of cidofovir. Quantification of AD169 (A) and P* (B) CMV
copies per cell floating villi during 24 and 28 days in ex vivo model in the presence or
absence of cidofovir (CDV, n = 3). p = 0.05 (A) and p > 0.05 (B), Wilcoxon-Mann
Whitney test.

presence of 1.1 or 2.2 uM BAL That antagonistic effect between
ART/BAI observed ex vivo was concordant with in vitro data. ART
could be inhibited by BAI at these concentrations.

4. Discussion

Congenital CMV infection is a major public health problem due
to severe sequelae in fetus and newborn [1,5,6,29,30] and the
absence of available treatments during pregnancy. So far, mecha-
nisms of transplacental transmission from mother to fetus remain
to be fully elucidated. Hematogeneous infection of the placenta is a
crucial step which can be deleterious by both placental damage and
viral transmission to the fetus [31,32]. Inhibition of CMV replication
in the placenta could thus be an interesting means of preventing
sequelae during pregnancy.

To investigate the potential of various drugs to inhibit CMV
replication in placenta, we developed an ex vivo model of placental
explants that mimic in situ placental infection. This model pre-
serves cellular and tissue integrity unlike in vitro models which use
chemical cleavage methods to isolate placental cells, promoting
viral permissiveness [8,33].

Ex vivo, AD169 and P* strains were able to replicate for 24/28
days in explants. The viral cycles were 16 and 20 days respectively
for AD169 and P strains, similar to the Toledo strain (21 days) [34].
B-HCG concentration in the supernatant allowed us to confirm the
viability of placentae in histoculture until day 50 (data not shown),
in agreement with the study of Lopez et al. [35].

Immunofluorescence analysis suggests a CMV spread from ST to
CT to the mesenchyme of the villi. This could allow further infection
of endothelial cells and migration to the fetus via umbilical vein, as
described in previous studies [7,10,36—38].

After validation of ex vivo model, we tested new low toxic drugs
that could represent an interest in clinic and particularly during
pregnancy. In order to reduce or eradicate CMV in placental cells
and decrease the likelihood of emergence of resistance mutations,
we opted for therapeutic combinations of new molecules that
target two stages of CMV spread in host cells. In fact, the two
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Fig. 5. Ex vivo effectiveness of combination therapeutics. Quantification of AD169 CMV copies per cell floating villi (n = 4) measured at 18 days post-infection in ex vivo model in
presence of artesunate alone (A,B) or in combination with maribavir (A) or baicalein (B). p < 0.05, Wilcoxon-Mann Whitney test.

flavonoids, QUER and BAL and the antimalarial ART interfere with
NFkB signaling by inhibiting phosphorylation of Syk/PLCy [17], Akt
[39] and 1kB-u [40], leading to apoptosis of host cells. MBV, an UL97
kinase inhibitor targets the late step of viral infection, such as the
encapsidation of DNA and the release of neovirions in cytoplasm of
host cells [21,28,41]. First, plaque assay reduction allowed us to
show a strong antiviral efficacy of each molecule against AD169
strain, and then against the clinical congenital strain P*, in agree-
ment with previous studies [16,19,42,43]. MBV, which has the
advantage to be non-toxic and has a good oral bioavailability
[20,44], has shown a strong anti-CMV activity (IC5o = 0.41 and
0.69 uM for AD169 and P* strains, respectively), in agreement with
previous study [45]. However, due to its failure to eradicate the
virus, and its possible variation of efficacy amongst various cell-
types [28], we have combined MBV with other therapeutic mole-
cules, such as baicalein or artesunate, whose the latter have shown
a synergistic potential with MBV in vitro. On the other hand, ex vivo,
antiviral efficacy of this association did not improve the antiviral
efficacy observed by each molecule administered alone. Moreover,
interestingly, ART/BAI association showed an antagonistic effect
in vitro and ex vivo. Both act on the same target IkB-o, therefore this
effect could result from competitive inhibition between these two
molecules.

In conclusion, our model proved efficient for antiviral testing
and was reliable for physiopathology studies of CMV infection in
the placenta. Further studies on new antiviral compounds are now
ongoing with the identification of best candidates for administra-
tion during pregnancy against CMV.
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La fréquence de transmission du CMVH au feetus est moins élevée lors du
premier trimestre de grossesse, mais les conséquences sur la santé du feetus sont
plus graves que lorsque la transmission s’effectue lors des deux autres trimestres de
grossesse (Revello and Gerna, 2004). Nous nous sommes donc intéressés aux
événements se déroulant lors des premieres semaines de grossesse, en
développant un modéle d’infection dans les explants placentaires de premier
trimestre en ex vivo. Ce modéle a permis d’étudier la cinétique de l'infection de deux
souches humaines de CMVH, la souche de référence AD169 et une souche clinique
d’infection congénitale P*. Ces deux souches infectent les villosités flottantes de
placentas de 1er trimestre de grossesse et sont détectées par immunohistochimie.
Ce modéle conforte la voie de transmission du virus de la mére au fcetus proposée
par Maidji et al. (Maidji et al., 2006). Nous avons pu ainsi étudier I'efficacité de
nouvelles molécules antivirales, seules ou en combinaison, dans le modéle in vitro et
ex vivo. Le cidofovir, administré a une concentration de 1.8uM, est efficace sur la
souche AD169 et P*, dont il réduit la charge virale d’'un facteur 5 a 10. L’artésunate,
le maribavir, la baicaléine et la quercétine ont montré un fort potentiel antiviral contre
la souche de laboratoire AD169. De facon intéressante, I'association du maribavir et
de lartésunate ex vivo ne présente pas de synergie, contrairement a ce qui est
observé in vitro. Un effet antagoniste de I'association de I'artésunate de la baicaléine
est observé dans les explants, concordant avec les résultats obtenus en culture de

fibroblastes.
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2.2 Comparaison de I'impact de traitements antiviraux sur I'’expression de
cytokines dans des modeéles de culture ex vivo de placenta de premier et

troisieme trimestre: résultats préliminaires.

Nous avons pu établir au laboratoire un modéle de culture d’explants
placentaire de premier trimestre. Ce modeéle utilisant des éponges de gélatine a été
mis au point pour I'étude de linfection lors du premier et du troisieme trimestre de
grossesse, dans des conditions proches des événements in vivo. Nous avons ainsi
pu démontrer la viabilité des explants et I'efficacité antivirale de diverses molécules.
Cependant, le premier modele développé dans notre laboratoire demandait a étre
amélioré: en effet, bien que I'effet des antiviraux ait pu étre observé, la présence de
la couche de fibroblastes matrice pouvait influencer les résultats, ainsi, il était difficile
de dire si la charge virale observée dans les tissus était due a la réinfection virale par

la matrice fibroblastique ou par I'infection virale a l'intérieur méme du placenta.

Nous avons donc modifié ce premier modéle en ce sens et nous sommes
intéressés particulierement a l'impact de linfection a CMVH sur I'expression des
cytokines dans le premier trimestre et le troisieme trimestre de grossesse. En effet, la
grossesse est caractérisée par des changements de la balance Th1/Th2, et le virus
contribue a modifier cette balance. L’étude menée par Scott en 2012 montre que le
CMVH induit un penchement de cette balance en Th1 (pro-inflammatoire) dans le
liquide amniotique durant le deuxiéme trimestre de grossesse (Scott et al., 2012).
Peu de travaux ont été menés sur I'impact du CMVH sur les cytokines dans des
modeles placentaires ex-vivo, et principalement sur le second ou troisieme trimestre.

L’expression des cytokines pro-inflammatoires TNF-a et MCP-1 est élevée dans les
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placentas de troisieme trimestre infectés, ce qui est confirmé au bout de 12 jours au
sein d’'un modele de culture ex-vivo d’explants placentaires de troisieme trimestre de
grossesse. (Hamilton et al, 2012). L’étude menée par Tabata et al a démontré
'impact de linfection a CMVH sur les facteurs de croissance VGEF, qui, étant
augmentés de fagon significative dans les explants, induisent une prolifération

anormale de cellules endothéliales lymphatiques (Tabata et al., 2012).

Ce travail de comparaison a été mené en collaboration au sein de I'équipe
dirigée par le Pr William Rawlinson, a Sydney, dans le cadre des travaux de thése
financés en partie par le grant n° APP1045989 validé par le National Health &
Medical Research Council du gouvernement australien. Ces premiers essais ont été
réalisés avec la souche de laboratoire AD169 ATCC V538, commune aux deux
laboratoires. Bien qu’il ne s’agisse pas d’'une souche clinique, elle peut infecter les
explants placentaires de premier trimestre (Morére et al., 2015) et de troisieme

trimestre (Hamilton et al., 2012).

Nous avons ainsi pu mesurer l'expression protéique de 27 cytokines
excrétées dans le surnageant des cultures d’explants placentaires afin d’établir une
premiére comparaison de lI'impact du CMVH entre le premier et le troisieme trimestre
de grossesse. Nous nous sommes également intéressés a l'impact de l'infection
virale sur les niveaux d’expression des ARN messagers des cytokines pro-
inflammatoires MCP-1, IP-10 et TNF-a dans les explants placentaires. Nous avons
également étudié l'impact de molécules antivirales sur ces mémes cytokines
inflammatoires. Nous avons ainsi testé le ganciclovir et le foscarnet en tant

gu’antiviraux de référence, et [Iartésunate et le maribavir comme nouveaux

132



composeés, pour leur faible toxicité. L’artésunate étant une molécule peu stable
(Schnepf et al.,, 2011), nous avons donc effectué une comparaison dans les

placentas de premier trimestre en changeant régulierement ou non le milieu.

2.2.2.1 Virus, lignées cellulaires

Les cellules HFF (Human Foreskin Fibroblasts) et les MRC-5 (fibroblastes
pulmonaires foetaux) ont été cultivées dans du milieu DMEM, tandis que les TEV-1
(trophoblastes extravilleux de premier trimestre) ont été cultivés dans du milieu
DMEM/F12 supplémentés en sérum fcetal de veau (SVF) et antibiotiques (voir
annexe n°1). Les cellules ont été infectées a une MOI de 0.1 avec la souche AD169

ATCC V538 a partir de stocks de surnageants issus de culture virale.

2.2.2.2 Préparation et culture des explants placentaires

Les placentas de premier trimestre proviennent d’interruption volontaire de
grossesse (8 a 14 semaines d’aménorrhée), aprés obtention du consentement des
patientes. Les placentas de troisieme trimestre de grossesse proviennent
d’accouchement par césarienne. Dans les deux cas, les trophoblastes sont nettoyés
par plusieurs passages dans une solution saline 0.9% complétée avec des
antibiotiques et les villosités sont séparées en explants d’environ 3 a8 5 mm?. Les
explants sont ensuite disposés sur des éponges de gélatine (Spongostan Dental™,
Johnson & Johnson, USA) et laissés 5 jours dans une plaque 48 puits contenant des
cellules MRC-5 infectées a une MOI de 0.1. Au bout de 5 jours, les éponges et les

explants sont déplacés dans une plaque 48 puits contenant du MEM supplémenté en
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SVF et antibiotiques, avec ou sans antiviraux. Pour chaque condition, trois explants

sont récoltés a J+4, J+7, J+10 et J+13.

2.2.2.3 Composés

Le ganciclovir (GCV) (Cymevan®, Roche Pharma, Neuilly, France), et le
foscarnet (PFA) (Foscavir®, Astra,Washington, USA), le maribavir (MBV)
(Viropharma Incorporated, Exton, USA), et l'artésunate (ART) (Janssen, Titusville,
USA) ont été reconstitués dans de l'eau stérile excepté lartésunate qui a été
reconstitué dans un mélange constitué de 50% d’eau et 50% de DMSO. Tous les
composés ont été ensuite répartis en aliquotes conservés a -80°C. Pour les essais
antiviraux en culture cellulaire et les essais sur les explants placentaires, les
composes ont été dilués dans du milieu de culture a des concentrations de 0,1x
CI150, 1x CI50 et 10x CI50. Sur le modéle ex-vivo de premier trimestre, I'artésunate a
été testé dans deux conditions différentes: le milieu était soit changé tous les deux
jours et renouvelé avec du milieu frais contenant I'antiviral, soit laissé dans les puits

tout au long des 13 jours.

2.2.2.4 Mesure de la charge virale et de I’expression des cytokines pro-

inflammatoires

Les explants de placenta ont été lysés a la protéinase K (Qiagen, Hilden,
Germany) dans 200 mM Tris -10% Sodium Dodecyl Sulfate (SDS) a +56°C jusqu’a
dégradation totale du tissu, puis extraits sur automate Easymag (Biomérieux, Marcy-
I'Etoile, France) avec le protocole spécifique B pour les échantillons de premier
trimestre ou en utilisant le kit d’extraction High Pure Viral Nucleic Acid Kit (Roche

Diagnostics, Mannheim, Allemagne) pour le troisi€me trimestre.
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La mesure de la charge virale dans les explants a été réalisée comme décrite
précédemment (Morere et al., 2015). Pour la mesure des ARNms cytokiniques, les
échantillons sont traités a la DNase (Ambion® DNA-free™ DNase, Life
technologies), diluée au 1/10™¢, pendant 30 min & 37°C. Aprés inactivation pendant
2 min de la DNase par le mix d’inactivation, les échantillons sont centrifugés 1,5
minutes a 10rpm, et le surnageant contenant 'ARN est récupéré. La quantité d’ARN
a été ensuite quantifiée par spectrophotométrie (Automate Nanodrop®
spectrophotometer ND-1000) et les échantillons ont été dilués dans de l'eau
(nuclease free) afin d’obtenir une concentration en ARN total a 10ng/pL.

La synthése des ADNCc a été réalisée avec le kit Iscript ™ de BIORAD selon
les instructions du fabricant. La quantité d’ADNc a été quantifiée avec le kit SYBRO
FAST gPCR kit (KAPABIOSYSTEMS), selon les instructions du fabricant. Nous
avons utilisés les amorces et les cycles d’amplification décrits dans le tableau en

annexe n°2.

2.2.2.5 Mesure de I’'expression des cytokines dans les surnageants de culture

Les concentrations de 27 cytokines ont été mesurées sur 48 surnageants
provenant de cultures d’explants de placentas de premier ou de troisieme trimestre,
infectés par ’AD169 ou non infectés (n=12 pour chaque condition), en utilisant le kit
multiplex Bio-Plex Human 27-Plex Cytokine Panel and Reagent Kits (Bio-Rad), selon
les instructions du fournisseur. Ce kit permet de mesurer les taux des cytokines
suivantes: l'interféron y (IFN-y), [linterleukine 1b (IL-1b), linterleukine 1 receptor
antagonist (IL-1Ra), les interleukines 2, 4, 5, 6, 7, 8, 10, 12, 13, 15, 17 et le facteur
de nécrose tumorale TNF-a. Le kit permet également la mesure des chimiokines

CXCL8, CXCL10, CCL2, CCL3, CCL4, CCL5 et CCL11 ainsi que des facteurs de
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croissance suivants: le facteur de croissance des fibroblastes (FGF), les facteurs
stimulant les granulocytes (G-CSF) et stimulant les granulocytes-macrophages (GM-
CSF), le facteur de croissance dérivé des plaquettes (PDGF-bb), et le facteur de

croissance de I'endothélium vasculaire (VEGF).

2.2.2.6 Méthodes statistiques

Les surnageants des explants placentaires étant des échantillons issus de
mémes placentas, nous étudions la significativité de la différence des cytokines
excrétées via un test de Student sur échantillons appariés. La significativité de
I'impact des antiviraux sur les charges virales et la quantification des ARNms a été
etudiée via le test statistique de Mann-Withney sur des échantillons non appariés.

Pour les deux tests, le seuil est limité a p< 0.05.

2.2.3.1 Impact des antiviraux sur I'infection a CMVH in vitro

Une premiére étape avant l'utilisation de nouveaux composés est leur test in
vitro sur des lignées cellulaires. Pour ce faire nous avons travaillé sur deux lignées
de fibroblastes humains: les HFF et les MRC-5, ainsi qu’une lignée trophoblastique,
les TEV-1. Nous avons ainsi testé les différents composés a des concentrations d’un
dixieme de la CI50, d’'une fois la CI50 et de dix fois la CI50. L’'impact de ces
antiviraux sur les fibroblastes a été déterminé par comptage des foyers d’infection,

les résultats sont représentés figure n° 37 et 38.
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Figure n° 37: Impact des antiviraux sur l'infection a CMVH dans les MRC-5. a) impact
du ganciclovir (GCV) et de l'artésunate (ART) a J4, J7 et J10. b) impact du foscarnet (FOS)
et du maribavir (MBV) a J7 et J10
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Figure n° 38: Impact des antiviraux sur l'infection a CMVH dans les HFFs. a) impact
du ganciclovir (GCV) et de l'artésunate (ART) a J4, J7 et J10. b) impact du foscarnet (FOS)
et du maribavir (MBV) a J7 et J10

Nous observons une diminution du nombre de foyers d’infection dans les puits
contenant les antiviraux par rapport au témoin AD169. Aucun foyer n’est compté

dans les puits contenant de I'artésunate a une concentration de 250uM.
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Les foyers d’infection constitués de cellules ballonisées ne sont pas visibles
dans les cellules trophoblastiques. Afin de déterminer I'impact des antiviraux sur la
réplication virale, nous avons marqué les protéines virales IEA et pp65 par
immunofluorescence et ainsi déterminé leur inhibition par rapport au témoin AD169
sans antiviraux. Les résultats de limpact des antiviraux sur I'expression de ces

protéines a J+4, J+7 et J+13 post infection sont représentés dans la figure n°39.
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Figure n° 39: Impact des antiviraux sur I'expression des protéines virales IEA et pp65
dans les TEV-1 a J4, J7 et J10. a) impact du ganciclovir (GCV) et de 'artésunate (ART) sur
IEA. b) impact du ganciclovir (GCV) et de l'artésunate (ART) sur pp65. c¢) impact du
foscarnet (FOS) et du maribavir (MBV) sur IEA. d) impact du foscarnet (FOS) et du maribavir

(MBV) sur pp65

On observe une forte diminution de la protéine IEA avec l'artésunate a 25 et
250 uM (plus de 80% d’inhibition a J4, inhibition supérieure a 60% a J+7 et J+10) Le
ganciclovir est moins efficace mais 60% des IEA sont inhibées a J+10 pour les

concentrations 2.5 et 25uM. La protéine pp65 est globalement peu inhibée par le
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ganciclovir et I'artésunate, mais I'est fortement par le foscarnet a J+7 (plus de 70%

d’inhibition) et le maribavir ( plus de 70% d’inhibition a J+7, 60 % d’inhibition a J+10)

2.2.3.2 Impact des antiviraux sur I’infection virale dans les placentas

Une fois I'activité antivirale des composés confirmée dans les différentes lignées
cellulaires, nous les avons testé ex-vivo dans les modéles placentaires de premier et
troisieme trimestre de grossesse, et déterminé le ratio de charge virale par rapport
au controle sans antiviral. Nous avons également testé lors du premier trimestre
'impact de l'artésunate en changeant le milieu tous les deux jours ou non. Les

graphes de ces résultats sont représentés figures n°40 et n°41.
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Figure n° 40: Impact des antiviraux dans les explants de premier trimestre a J4, J7,
J10 et J13. Les valeurs correspondent au ratio de charge virale exprimé en % d’infection
observée par rapport au témoin AD169 (=100% d’infection) a) impact du ganciclovir (GCV).
b) impact du foscarnet (FOS). c) impact de I'artésunate changé tous les deux jours (ART C)
ou non changé (ART NC), d) impact du maribavir (MBV)

Nous observons une bonne efficacité des antiviraux. L’inhibition de '’ADN viral
dans les explants se situe entre 80 et 90% de réduction par rapport au contrdle
AD169 sans antiviraux. Les molécules les plus efficaces, réduisant I'infection virale a

prés de 99%, sont le foscarnet a 25 et 250uM, l'artésunate a 20uM changé tous les
deux jours et le maribavir a 5uM.
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Figure n° 41: Graphiques représentant I'impact des antiviraux dans les explants placentaires
de 3éme trimestre a J4, J7, J10 et J13. Les valeurs correspondent au % d’infection
observée par rapport au témoin AD169 (=100% d’infection) a) impact du ganciclovir (GCV),

b) impact du foscarnet (FOS), c) impact de I'artésunate (ART), d) impact du maribavir (MBV)

Nous avons testé les antiviraux dans les explants de troisieme trimestre. Le
profil d’infection differe du premier trimestre. A J+4, aucune réduction de l'infection

virale n’est observée pour le foscarnet a une concentration de 2.5uM, de méme pour
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'artésunate a 2.5uM. Le maribavir a une concentration de 0.05uM n’impacte pas
I'infection virale par rapport au témoin AD169. Les composés réduisant l'infection
virale a plus de 99% au long des 13 jours de I'expérimentation sont le foscarnet 25 et
250uM, le maribavir a 0.5 et 5pM. A J+13, linfection augmente a nouveau pour

'artésunate a 2.5 et 25uM, ainsi que pour le ganciclovira 0.25 yM et 2.5 uM.

2.2.3.3 Comparaison entre I’expression de cytokines dans les surnageants des

explants placentaires de premier et troisiéme trimestre

Nous pouvons observer que l'infection a CMVH dans le placenta de premier
trimestre de grossesse augmente de fagon significative les niveaux des chimiokines
RANTES (p= 0.005), CXCL10 (p= 0.0006), de [linterféron IFN-y (p=0.013), des
interleukines IL-5 (p=0.008), IL-4 (p=0.02), IL-7 (p=0.01), IL-10 (p=0.03) et G-CSF
(p= 0.03). L’excrétion d’éotaxine diminue significativement dans les surnageants des
explants infectés par AD169 (p=0.009). Le facteur de croissance PDGF augmente
significativement dans les surnageants des explants de troisiéme trimestre infectés
(p= 0.005). MIP1b augmente également de fagon significative (p=0.047), les
interleukines IL-6, IL-1RA et IL-15 diminuent de facon significative (p= 0.04, p=0.03

et p= 0.05) respectivement.

2.2.3.4 Impact de ’'infection a CMVH et des antiviraux dans les explants de
premier et de troisiéme trimestre de grossesse.

Nous avons tout d’abord étudié la différence d’expression des ARNm des
cytokines pro-inflammatoires par le ratio entre placenta infecté par la souche AD169
et les placentas non infectés (voir figure n°42). Dans les explants de premier
trimestre, I'infection par le virus diminue I'expression des ARNm des cytokines MCP-

1 et IP-10 jusqu’a J+10 aprés infection. Le ratio d’expression de ces cytokines est
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significativement plus élevé dans le placenta de troisieme trimestre de grossesse (p-
value= 0.037 pour MCP-1; p=0.043 pour IP-10). Le profil d’expression de TNF dans

les placentas est similaire (p value=0.316).

a Relative MCP-1 expression in ex-vivo model
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Relative TNF-a expression in ex-vivo model
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Figure n°42: Profil d’expression des ratios d’ARNm des cytokines pro-inflammatoires
dans les explants placentaires de premier et troisieme trimestre de grossesse. a) MCP-1; b)
IP-10; ¢) TNF-a

Nous avons ensuite testé différentes concentrations de molécules antivirales
anti-CMVH et estimé les ratios d’expression des ARN messagers des cytokines
inflammatoires MCP-1, IP-10 et TNF-a avec les placentas non infectés et non traités,
afin de déterminer si ces antiviraux ont un impact sur la production de ces cytokines

en comparaison avec les placentas infectés. Les résultats sont représentés dans les

figures n°43, 44 et 45 pour le premier trimestre.
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Figure n°43: Impact des antiviraux sur les ratios d’expression des ARNms de MCP-1 a J4,
J7, J10 et J13. Les ratios s’expriment en fonction des explants non infectés. a) impact de
'artésunate changé tous les deux jours (ART C) ou non changé (ART NC), b) impact du

ganciclovir (GCV) et du foscarnet (FOS), ¢) impact du maribavir (MBV).

L’artésunate ne semble pas impacter le ratio des ARNm de MCP-1 selon qu'il
soit changé tous les deux jours ou non. Le ganciclovir et le foscarnet a 25uM ont peu
d’effet sur ces ARNm, tandis qu’on observe une augmentation du ratio de ces ARNm
a J+7 et J+13. Le maribavir a 0.05uM augmente significativement les ratios de MCP-
1 a J+13, tandis que cette augmentation s’'observe a J+4 pour le maribavir a 0.5 et

5uM.
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Figure n°® 44: Impact des antiviraux sur les ratios d’expression des ARNm d’'IP-10 a
J4, J7, J10 et J13. Les ratios s’expriment en fonction des explants non infectés. a) impact de
'artésunate changé tous les deux jours (ART C) ou non changé (ART NC), b) impact du
ganciclovir (GCV) et du foscarnet (FOS), c) impact du maribavir (MBV).

L’artésunate a 20uyM ne semble pas agir sur I'expression de la cytokine
inflammatoire IP-10. Ceci s’observe également pour le foscarnet et le ganciclovir a
une concentration de 25uM. 250uM de foscarnet augmente significativement la
production des ARNm de cette cytokine a J+7, et la diminue fortement a J+13. Le
maribavir a 0.05uM augmente fortement la production des ARNm a J+13, tandis
gu’une augmentation est observée a J+4 et J+10 lorsque la molécule est augmentée
a sa CI50. Enfin, 5uM de maribavir augmente les ARNm dans les tissus placentaires

aJ+4 et J+13.
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Figure n°45: Impact des antiviraux sur les ratios d’expression des ARNms de TNF-a
a J4, J7, J10 et J13. Les ratios s’expriment en fonction des explants non infectés. a) impact
de l'artésunate changé tous les deux jours (ART C) ou non changé (ART NC), b) impact du

ganciclovir (GCV) et du foscarnet (FOS), c) impact du maribavir (MBV).
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L’artésunate a 20uM diminue I'expression des ARNms de TNF-a lorsqu’il n’est
pas changé tous les deux jours. Le ganciclovir a une concentration de 25uM diminue
les ratios des ARNm. On observe peu d’'impact du foscarnet a 25uM, excepté a J+7
ou le ratio diminue fortement. 250uM de foscarnet diminue fortement le ratio a J+10.
Le maribavir concenté a 0.05uM diminue I'expression des ARN messagers de J+4 a
J+10, tandis qu'on observe une augmentation a J+13 avec le maribavir a une
concentration de 0,5uM. Enfin, le maribavir a 5uM augmente fortement le ratio a J+4

avant de le diminuer a J+7 et J+13.

Nous avons pu tester I'impact de I'artésunate a 20uM et du GCV a 25uM dans
les explants de troisiéme trimestre. Les ratios d’expression des cytokines par rapport

au témoin sans AD169 sont représentés de la figure n°46.
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Impact of antivirals on IP-10 mRNA expression
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Figure n 46: Impact de l'artésunate (ART) et du ganciclovir (GCV) sur I'expression
des ARNm des cytokines pro-inflammatoires a J4, J7, J10, J13. a) Impact sur I'expression
des ARNm de MCP-1. b) Impact sur I'expression des ARNm de TNF-a. c) Impact sur
I'expression des ARNm de IP-10

L’artésunate n’agit pas sur les ratios dARNm de MCP-1, mais augmente les
ratios d’'IP-10 a J+4, J+10 et J+13, et diminue le ratio de TNF de J+10 a J+13 apres
une augmentation a J+4 et J+7. Le ganciclovir présente les mémes effets, excepté

pour les ratios de TNF-a qu’il diminue a partir plus fortement a partir de J+10.
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Nous avons développé au sein du laboratoire de 'UMR 1092 un modéle
d’explants Vvillositaires du 1°" trimestre. Ce modéle a été amélioré afin de
correspondre plus précisément aux autres modéles décrits dans la littérature
(Hamilton et al., 2012). Nous avons ainsi pu comparer I'expression des ARNms des
cytokines et I'excrétion de 27 cytokines dans les surnageants de placentas de
premier trimestre de grossesse infectés et préparés dans notre unité, et de troisieme

trimestre infectés et prépareés lors du séjour dans I'équipe du Pr Rawlinson.

Nous avons ainsi pu observer que linfection des villosités par la souche de
laboratoire AD169 augmente la production des chémiokines RANTES et CXCL-10
dans les explants de premier trimestre, ainsi que les interleukines G-CSF, IL-7, IL-4,
et l'interféron IFN-y. Dans les explants de troisieme trimestre, les niveaux de pDGF
et MIP1b augmentent significativement, tandis que les taux d’IL6, IL-1RA et IL-15
diminuent. A noter que linfection par la souche AD169 diminue également la

production de I'éotaxine dans les explants de 1er trimestre.

Ces différentes cytokines sont impliquées dans la stimulation des cellules de
limmunité, telles les granulocytes (G-CSF), les cellules B immatures (IL-7), les
cellules T (IL-15), les éosinophiles et cellules B (IL-5). IL-4 est capable d’inhiber
I'activité des macrophages, cependant, son activité principale est la modulation
immunitaire pour une différenciation en TH2. Nous n’avons pas pu observer de
différences significative entre la production dans le surnageant des cytokines pro-
inflammatoires TNF-a, MCP-1, contrairement a ce qui a pu étre observé dans les

tissus par Hamilton et al en 2012. (Hamilton et al., 2012). Nous pouvons supposer
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que ces cytokines sont peu excrétées dans le surnageant. Cependant, comme nous
n‘avons pu travailler sur un seul placenta pour chaque condition, il est difficile de
confirmer cette hypothése, et d’autres essais devront étre menés. |l est intéressant
de noter que le CMVH induit la production d’autres cytokines lors du second
trimestre de grossesse, en effet, il a été démontré par Scott et al que l'infection a
CMVH induisait une augmentation dans le liquide amniotique de la quantité des
interleukines IL-1B, IL-12, IL-17, de la chémiokine CCL4 ainsi que des facteurs de
croissance GM-CSF et PGFbb (Scott et al., 2012). A contrario de ce que nous
observons dans les surnageants de culture, les taux de TNF-a et MCP-1 augmentent
lors du deuxiéme trimestre, suggérant que la présence de ces deux cytokines est
indispensable a [linfection du placenta par le CMVH. L’augmentation des
concentrations en CXCL10 est commune a linfection des explants de premier
trimestre et a linfection lors du second trimestre. Nous pouvons supposer une
excrétion de cette cytokine via la couche de cytotrophoblastes entourant les

villosités, cette couche disparaissant au cours du cinquiéme mois de grossesse.

Nous avons mesuré les ratios des ARN messagers des cytokines pro-
inflammatoires MCP-1, IP-10 et TNF-a dans les placentas infectés par la souche
AD169. On observe une plus forte expression de MCP-1 et IP-10 dans les explants
de 3°™Me trimestre, alors que la différence est moins significative pour les ARNms de
TNF-a. Cependant, nous observons des ratios élevés des ARNms des différentes
cytokines dans les explants de troisieme trimestre concordant avec I'étude menée
par Hamilton en 2012 (Hamilton et al., 2012). De fagon intéressante, les ratios des
ARNms de MCP-1 et IP-10 diminuent dans les placentas de premier trimestre

infectés jusqu’a J+13.
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Nous avons ensuite testé différents composés afin de voir leur impact sur la
réplication virale et leur effet sur 'expression des transcrits. Nous avons pu voir que
ces composés diminuent l'infection virale dans les deux trimestres, avec une
efficacité moindre dans les placentas de troisieme trimestre. A noter la forte activité
de lartésunate a 250uM, probablement due a sa forte toxicité. L'impact des
antiviraux sur l'expression des ARNms des cytokines pro-inflammatoires varie

également entre le premier trimestre et le troisieme trimestre.

L’artésunate étant une molécule peu stable sur le long terme (Schnepf et al.,
2011), nous avons comparé les évenements induits par cette molécule dans les
placentas de premier trimestre en changeant régulierement ou non le milieu. Nous
pouvons constater que si [lefficacité antivirale est meilleure en changeant
artésunate tous les deux jours, il n'y a pas de différence significative dans
'expression des cytokines selon les deux conditions. L’'artésunate semble peu
impacter les différentes cytokines, cependant nous observons une Iégére diminution

de TNF-a dans les placentas de deux trimestres.

Les inhibiteurs de la polymérase virale, le ganciclovir et le foscarnet, agissent
peu sur I'expression des ARNms des cytokines a une concentration de 25uM malgré
leur impact sur la réplication virale. Le foscarnet a 250uM est cependant associé a
une augmentation de MCP-1 et IP-10 dans les explants de premier trimestre et une
diminution du ratio de TNF. Le faible impact du foscarnet a une concentration de
25uM peut s’expliquer par le fait que la modulation des événements inflammatoires

par le CMVH se fait lors des événements précoces de la réplication (Paulus and
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Nevels, 2009), tandis que cette molécule agit sur TADN polymérase; qui apparait

plus tardivement dans le cycle viral.

Concernant le troisieme trimestre, Le ganciclovir semble impacter de fagon
significative les niveaux d’expression des cytokines TNF-a a J10 et 13 post
traitement; I'artésunate, du fait de sa stabilité faible, agit de fagon moins efficace. Les
résultats concernant le maribavir et le foscarnet seront analysés ultérieurement dans

le cadre de notre collaboration.
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Conclusion et perspectives

Le CMVH est un probléme de santé majeur, et concerne aussi bien les
patients transplantés ou immunodéprimeés, chez qui le systéme immunitaire déficient
et l'utilisation prolongée de thérapies anti-CMVH favorisent 'émergence de mutations
de résistances a ces antiviraux, que les femmes enceintes, chez qui la primo-
infection expose a un risque de contamination du foetus. Devant I'arsenal
thérapeutique trés limité (peu de molécules, souvent toxiques voire tératogénes), la

recherche de nouvelles thérapies est donc indispensable.

Notre travail de thése a d’abord porté sur I'étude de nouvelles molécules
potentiellement antivirales, dérivées des flavonoides et possédant un effet inhibiteur
de I'enzyme COX-2. Nous avons pu sélectionner in vitro 'une d’entre elle, RG193, et
I'association synergique avec la baicaléine ou le maribavir, molécules dont I'efficacité
antivirale a été démontrée, est une perspective pour d’éventuelles bithérapies qui
permettraient de réduire d’avantage les doses administrées aux patients lors de
thérapies. De plus, il serait intéressant de tester ces composés dans des cellules
dérivées de la glie, cellules qui, lorsqu’elles sont infectées par le CMVH, tendent a

former des pseudos tumeurs.

Nous possédons également un modéle ex vivo de culture placentaire. Ce
modeéle, mimant l'infection aux interfaces materno-fcetales, nous permet de mieux
comprendre les mécanismes de l'infection de la mére a I'enfant et également de
tester de nouveaux composeés antiviraux dans une prospective thérapeutique. En
effet, il n’existe actuellement aucune thérapie anti-CMVH pour la femme enceinte,

alors que le virus est la premiére cause d’infection congénitale virale et une cause
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majeure de surdité infantile. Ce modeéle ex vivo nous permet de confirmer des
événements proches de ceux constatés chez la femme enceinte. La mise en place
du modéle nécessitait de confirmer la survie des explants en plaque de culture, ce
qui a été démontré par des taux de I'hormone B-HCG constants au long des deux
semaines d’expérimentation. La souche de laboratoire AD169 comme les souches
congénitales peuvent infecter les explants. De premiers essais antiviraux ont été
effectués dans le modéle et montrent une efficacité du maribavir, de I'artésunate et

de certaines associations de composés.

Cependant, afin de nous rapprocher au plus prés des conditions d’infection
congénitale, ou l'infection par le CMVH se fait par des foyers épars plutét que par
une matrice produisant continuellement du virus (Pereira et al., 2005), nous avons
modifié le modéle de culture ex-vivo en changeant les explants et les éponges de
gélatine au bout de 5 jours d’infection pour les déposer dans une plaque sans
fibroblastes comme matrice. Nous avons voulu effectuer un premier travail de
comparaison entre les événements cytokiniques du premier et du troisieme trimestre
de grossesse, afin de mieux comprendre I'impact du virus sur la balance Th1/Th2 et
les potentiels effets délétéres d’'un changement de cytokines. Nous avons pu
observer une différence d’excrétion des cytokines entre les explants de premier et de

troisiéeme trimestre de grossesse.

Nous avons pu tester divers composés connus pour leur efficacité antivirale,
dans ce modele, et avons montré que ceux-ci peuvent réduire I'infection virale de
facon significative. Nous avons également analysé I'expression relative des ARN

messagers des cytokines pro-inflammatoires MCP-1, IP-10 et TNF-a dans les
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explants infectés en présence et en absence d’antiviraux. Nous avons pu observer
une plus grande expression de ces ARNms dans les explants de troisiéme trimestre
infectés par la souche AD169 en comparaison avec le premier trimestre. Comme le
profil cytokine est orienté Th1 lors du premier trimestre de grossesse, I'expression de
ces ARNms est vraisemblablement élevée. Les différents antiviraux utilisés
impactent peu I'expression des ARNms. Ceci peut s’expliquer par I'action de ces
molécules antivirales, qui ciblent des étapes précoces (foscarnet, ganciclovir) ou
tardives (maribavir) de la réplication virale. Or, les protéines du CMVH impliquées
dans la modulation des cytokines sont des cytokines trés précoces, par exemple, la
protéine IE2 agit sur différentes cytokines. (Paulus and Nevels, 2009). L’artésunate
agit a des niveaux plus précoces, cependant, sa durée de vie faible peut expliquer

son impact limité sur I'expression des cytokines.

Ces résultats représentent une premiére vision des effets des antiviraux sur le
placenta. Cependant, du fait de la difficulté d’obtenir des placentas non infectés par
le CMVH, nous avons travaillé sur un faible nombre de placenta (n=4 pour le premier
trimestre, n=2 pour le troisieme), de nouvelles analyses sur un panel plus large
d’échantillons devront étre effectuées afin de confirmer nos observations. Des
coupes histologiques pourront étre effectuées afin de voir si I'utilisation d’antiviraux
peut réduire I'impact du virus sans conséquences sur les cellules placentaires. De
plus, nous avons travaillé uniquement sur la souche AD169, qui est une souche de
laboratoire au tropisme réduit. L'utilisation de la souche Merlin au tropisme plus
propice a l'infection des placentas, sera nécessaire afin de se rapprocher au mieux
des conditions in situ. L'utilisation de souches cliniques issues d’infections

congénitales, comme nous l'avons fait précédemment avec P* (Morére et al., 2015),
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pourra également étre envisagée. Il serait également intéressant de comparer les
evenements se déroulant dans notre modeéle ex vivo de premier trimestre avec des
explants infectés par le CMVH in utero, d’'un point de vue de I'expression des
cytokines et de I'impact du virus sur les cellules placentaires, via des coupes et
marquages histopathologiques, comme cela a été effectué par Hamilton et al en

2012 (Hamilton et al., 2012).
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Annexes

1. Milieux pour la culture de cellules/explants placentaires

1.1 Milieu de culture pour MRC-5, HFF, explants

DMEMgsp 100%
SVF 10%
Gentamycine 1%
Pénicilline 1%
Streptomycine 1%

1.2 Milieu de culture pour TEV-1

DMEM F12 gsp 100%

SVF 10%
Gentamycine 1%
Pénicilline 1%

Streptomycine %

2. Amorces utilisées pour la quantification des ARN messagers

Géne Amorces Cycle gPCR

MCP-1 Forward: 95°C-10min ;
ATTCCCCAAGGGCTCGCTC 95°C 15s;60°C 155 ;72°C 15s (X45)
Reverse: (rampe 5°C/seconde)
ACTTGCTGCTGCTGGTATTCTTC

IP-10 Forward: 95°C-10min ;
TTCAAGGAGTACCTCTCTCTCAG | 95°C 15 ;60°C 15s ;72°C 15s (X45)
Reverse (rampe 5°C/seconde)
CTGGATTCAGACATCTCTTCTC

TNF-a Forward: 95°C-10min ;
CCAGGGACCTCTCTCTAATCAG 95°C 15s;60°C 15s ;72°C 15s (X50)
Reverse: (rampe 5°C/seconde)
CTGAGCTTGAGGGTTTGCTACA

House Forward: 95°C-10min ;

keeping GGGGAGGGTCCTAGGCTTTA 95°C 15s;60°C 155 ;72°C 15s (X45)

gene Reverse: (rampe 5°C/seconde)

(HKG) TACGTCAACGCCGTTTCTGA
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Human cytomegalovirus (HCMV) remains a cause of severe infections in
immunocompromised patients as allograft recipients of solid-organ (Beam and Razonable,
2012) or hematopoietic stem-cell transplant (Ariza-Heredia et al., 2014) and patients with
AIDS. To prevent and manage HCMV infection in those patients, antiviral treatments are
given in prophylaxis and/or treatment. All the currently available antiviral drugs, ganciclovir
(GCV) or valganciclovir (vGCV), foscarnet (FOS) and cidofovir (CDV) target the viral DNA
polymerase. In some patients, long-duration treatment or prophylaxis induce emergence of
drug resistance (Alain et al., 2004) (Hantz et al., 2010). Resistance to GCV results mainly
from mutations within the kinase UL97 gene and less frequently from mutations in the DNA
polymerase UL54 gene. FOS and CDV resistance-associated mutations are located in gene
UL54 and mutations that confer cross-resistance to two or more drugs have been described.
(Hakki and Chou, 2011). Two new HCMV DNA polymerase UL54 mutations, D515Y and
V787A, located in 3C/Exolll domain and in the VI catalytic domain respectively were
detected in clinical strains from patients failing therapy. Those domains are known to be
essential to UL54 function, and mutations located within them have been shown responsible
for resistance phenotype. Moreover, several mutations occurring at the same positions show
different levels of resistance. We thus aimed to measure the impact on drug resistance of
D515Y and V787A mutations through HCMV bacterial artificial chromosome (BAC)
mutagenesis, a method to get recombinant viruses to assess phenotypic characterization in

vitro.

D515Y was detected in a CMV-seronegative kidney recipient with seropositive donor
included in a Prospective Multicentric Study of Cytomegalovirus Resistance in Transplant
Patients and Bone Marrow Recipients (NCT01008540) (Hantz et al., 2010). After loss of the
first graft due to chronic rejection, she received a second kidney in March 2007. In April, she

underwent anal HSV reactivation treated with valaciclovir (1g/d) during 7 days (first
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exposition to antiviral). HCMV primo-infection occurred 30 days after transplantation. After
1 month of GCV followed by 3 weeks of vGCV, the viral load became indetectable on June
11™. However 5 days after stopping vGCV, the viral load rose again and GCV therapy had to
be started again on July 13" GCv dosage was adapted from 300 mg/d to 500 mg/d between
July and November. During this period, immunosuppressive regimen was reinforced due to
impairment of renal function. In spite of five months of GCV therapy, the viral load rose from
3.6 log copies/mL in July to 6 log copies/mL at the beginning of November. Then GCV was
switched to foscarnet (FOS) on November 18", On December 5", UL97 mutation A594P
inducing resistance to GCV and UL54 mutation D515Y of unknown significance were found.
The viral load decreased at 4 log copies/mL 23 days after initiation of FOS and then at 3.8 log

copies/mL on December 18" She died in a context of thrombocytopenia and cerebral

hemorrhage on December 22th.

V787A was detected in a HIV patient admitted initially for fever and respiratory tract
symptoms. On April 2006, CD4 cell count was 14/mm3, and the HIV viral load was 5.48 log
copies/mL despite cART by stavudine, didanosine, and boosted saquinavir. HIV genotypic
resistance testing showed multiple mutations inducing resistance to all reverse transcriptase-
and protease-inhibitors currently available. Fever and respiratory tract symptoms were
thought to be related to cytomegalovirus infection as cytomegalovirus DNA was detected in
broncho-alveolar lavage fluid by PCR, and pp65 antigenemia level was 174 marked nuclei
/200000 leukocytes. The patient was initiated on GCV (i.e., 5 mg/kg bid for 14 days) followed
by vGCV maintenance therapy (450 mg bid). vGCV was stopped on June 2006, after 45 days
of treatment, because of the occurrence of a rash. At that time cytomegalovirus antigenemia
was undetectable. Cytomegalovirus infection was monitored by testing pp65 antigenemia
twice a month. On August 2006, pp65 antigenemia level was 83 nuclei/200000 leukocytes.

The patient was initiated on CDV (5 mg/kg IV, once per week followed by once per 2 weeks)
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for a period of one month. CDV was interrupted for ocular hypotonia after 3 infusions and the
patient was re-challenged with VGCV for maintenance therapy, which was soon interrupted
because of the occurrence of a new rash. On December 2006, despite primary prophylaxis
with atovaquone, the patient underwent a severe pneumonia related to Pneumocystis jirovicii
treated with cotrimoxazole and steroids (1 mg/kg/day). As pp65 antigenemia level increased
to 119 nuclei/200000 leukocytes, he was treated with FOS (90 mg/kg IV bid for 14 days,
followed by 90 mg/kg once per day). Cytomegalovirus antigenemia assay became negative.
However, in March 2007, while the patient still received FOS maintenance therapy (90 mg/kg
IV once a day), antigenemia level was 900 nuclei/200000 leukocytes. A genotypic resistance
test identified a V787A substitution in the viral DNA polymerase UL54 combined with
common polymorphisms, and no resistance-associated change within the UL97 protein

kinase.

To generate the mutant viruses we introduced single UL54 mutations (D515Y and V787A)
into an EGFP-expressing HCMV BAC (Borst and Messerle, 2000). This HCMV BAC
contains an enhanced green fluorescent protein (EGFP) gene in the unique short region and
was derived from parental strain pHBS, a BAC-cloned genome of the CMV laboratory strain
AD169 (Borst et al., 1999). We generated the recombinant CMV strains using the *“en
passant” mutagenesis, a two-step recombination system for BAC mutagenesis in Escherichia
coli strain (Tischer et al., 2010). To reconstitute virus mutants, recombinant BACs were
transfected into MRC-5 cells (Biomérieux, Lyon, France) using the liposomal reagent
Transfast™ (Promega, Madison, USA) following manufacturer’s instructions. Presence of
mutations in UL54 gene of each virus was confirmed by sequencing. Focus reduction assay in
48-well plates was used to assess antiviral susceptibilities to GCV, CDV and FOS, as
described previously (Ducancelle et al., 2004) and inhibitory concentration 50% (ICsp) of the

mutants were compared with that of the wild-type BAC-HCMV. To estimate the impact of
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each mutation on viral fitness we inoculated recombinant strains and AD169-EGFP (wild
control) in 48-well MRC-5 culture with a multiplicity of infection (MOI) of 0.01. From day 1
to day 8 post inoculation, number of fluorescent cytopathic foci was counted to establish viral
growth curves for each recombinant. The inhibitory concentration 50% (IC50) and sensitivity
index 50% (IS 50) of the mutants compared to wild-type control AD169-EGFP are described
in Table 1. The UL54 Exolll domain mutant D515Y has a high-level resistance to GCV and
to FOS (6.2 fold and 4.7 fold ICs increases, respectively). The UL54 VI catalytic domain
mutant V787A induced a high resistance level to GCV and FOS (4.7 and 3.2 fold ICsq
increases respectively). None of these mutations had impact on CDV susceptibility. Growth
curves for both mutated strains were similar to that of wild-type BAC-HCMV (Figure 1)
showing that UL54 mutations D515Y and V787A had no impact on HCMV replication

capacity.



W ~Jo s WwN

Because referring to the 3'-5' exonuclease domain, mutations in C/Exolll region are known
to be implicated essentially in cross-resistance against GCV and CDV (Hakki and Chou,
2011). Importantly, our recombinant GFP virus D515Y had a high-level resistance to GCV
and FOS but remained sensitive to CDV. However, other amino acid substitutions at the same
locus display various effects on antiviral susceptibility. Mutation D515E recently published
by Fischer et al (2015) has a lower impact on resistance to GCV in comparison with D515Y
and no impact on susceptibility to FOS and to CDV, whereas D515G has no impact on
antiviral resistance (Chou et al., 1999; Chou et al., 2003). Mutations mapped into regions II,
IIT and VT of the catalytic domain are mostly involved in FOS +/- GCV resistance. V787A
induces high-level drug resistance against both GCV and FOS, as described previously for

mutation V787L (Weinberg et al., 2003, Gilbert et al., 2011).

We showed previously the benefit of mapping new mutations into the whole theoretical
structure of pULS54, calculated by homology modeling with the standalone version of
MODELLER 9.9 (Eswar et al., 2006) in order to speculate about their putative mechanisms of
action. The 3D modeling shows that the amino acid 515 is not localized in a structured part of
the protein such as an alpha-helix or a beta-sheet (Figure 2). So it is no surprising that three
different amino-acid substitutions could lead to various phenotypic resistance profiles
depending essentially of the amino-acid type and its own overall dimensions. If replaced by
another acidic amino acid, the wild aspartic acid conserves its function. In contrary,
substitutions implying a short glycine or a bulky tyrosine which could drastically damage the
local structure and/or the function of the translated protein and explain the various phenotypic
profiles. The theoretical structure highlights that V787 is part of the interface between the two
helices constituting fingers domain involved in both docking of FOS and GCV for its

subsequent incorporation into the elongated DNA strand. A simple change of size from V to
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A, or V to L, as previously described, may impact distance between the two helices and

finally causes a modulation of affinity with the antivirals.

To analyze the impact of new mutations of HCMV UL54 polymerase, we could suggest a
two-step strategy (3D modeling followed by recombinant virus phenotypic characterization)
allowing sharper short-term counseling for clinicians in HCMV drug-resistance. The 3D
homology model allows to localize the mutated amino acid and to determine its proximity
with the catalytic site of the protein. And thus, it helps to identify mutation with a high
probability of resistance involvement. On the opposite, if the mutation concerns a not well-
structured part and is located far from the catalytic pocket, 3D model cannot be confidently
used for counseling. However, every mutant has to be tested by recombinant virus phenotypic

characterization.
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Virus GCV CDV FOS

Mutation IC50 (uM) Ratio” IC50 (uM) Ratio”  IC50 (uM) Ratio”
AD169 BAC B 0.32 40.8°

D515Y BAC 155+5.3 62 022+0.1 0.87 1463 +239 4.7
V787A BAC 9.8+1.4 47 0.22x0.1 0.68 20575 32

Table 1: Derivative AD69 BAC-GFP antiviral susceptibilities (D515Y and V787A mutations).
Concentrations inhibiting 50% of viral growth (ICs,) were obtained from three independent
experiments. * AD169 IC50 values are mean of all assays , ” Fold increase in IC50 mean values
compared to the average IC50 for the wild type control.
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Fig 1: Replication of derivative HCMV BAC (D515Y and V787A mutation) in cell-culture
within time to evaluate replicative capacity. Fluorescent foci were counted daily from day 1 to
day 8. Curves are representative of three independent experiments.
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Fig. 2: Overall theoretical structures of pUL54 calculated with MODELLER®O are represented
in cartoon mode, with two different orientations. Mutations locations are highlighted in insets
For both structures, the different domains according to homology with pUL52 from HSV1
(Liu and al., 2006) are colored as follow: residues 27-98 of pre-NH2-terminal in red, residues
99-295 and 555-600 of NH2-terminal in orange, residues 296-554 of 3’ -5" exonuclease in
yellow, residues 678-765, 815-877 and 887-982 of palm in green, residues 766-824 of fingers
in blue, residues 982-1112 and 1154-1222 of thumb in pink and residues 1223-1242 of the
interaction domain with pUL44 in purple. In insets, the DNA duplex is colored in gray
excepted nucleotide i + 1 (green) and i-1 (blue) from scissile phosphate bound. Metal ions are
colored in black, for better clarity, moiety G307-P312 was removed.



a. D515Y mutation location; carbon alpha atoms of amino acid 515 is represented in navy
blue sphere. b. V787A mutation location; carbon alpha atoms of amino acid 787 is
represented in red sphere.



Résumé :

Le cytomégalovirus humain (CMVH) est un virus mondialement répandu
impliqué dans des pathologies sévéres chez les sujets immunodéficients et lors
d’infection congénitale. L’arsenal thérapeutique est limité, non dénué de toxicité, et
ne pouvant étre administrés aux femmes enceintes. De plus, ces traitements
favorisent I'émergence de mutations de résistance. Il est donc nécessaire de
développer de nouvelles thérapies, mais également de mieux comprendre les
mécanismes de l'infection a CMVH lors de la grossesse. Au cours de ce travail de
thése, nous avons travaillé sur différents modéles d’infection virale, premiérement in
vitro afin de tester de nouvelles molécules au potentiel antiviral, ciblant 'enzyme
cyclooxygénase-2 impliquée dans les processus d’inflammation; secondairement, ex
vivo, sur des explants de placentas de premier et troisieme trimestre. Dans ce
dernier modéle, nous nous sommes intéressés au profil d’expression des cytokines

inflammatoires induites par I'infection a CMVH.

Nous avons ainsi testé des nouveaux inhibiteurs de la cyclooxygénase-2 in
vitro. L’'un d’entre eux, RG193, montre un effet synergique avec le maribavir et la
baicaléine, ce qui est prometteur pour d’éventuelles bithérapies. Concernant le
modeéle de culture ex vivo, nous avons pu démontrer la viabilité des explants et
I'efficacité antivirale de diverses molécules sur linfection a CMVH. Les résultats
préliminaires sur I'expression des cytokines par les placentas infectés montrent des
différences notables entre premier et troisieme trimestre de grossesse. Cependant,
les antiviraux testés semblent avoir peu dimpact sur la régulation des ARN

messagers des cytokines pro-inflammatoires MCP-1, TNF-a, IP-10 suite a I'infection.

Mots clés : Cytomégalovirus, molécules antivirales, cytokines, placenta



Impact of antiviral molecules against human cytomegalovirus replication in

cellular and placental models.

The human cytomegalovirus (HCMV) is a worldwide common virus involved in
diseases in immunocompromised patients, and in congenital infection. Antiviral drugs
are limited, not devoid of toxicity, and so cannot be administered to pregnant women.
Moreover, they promote the emergence of resistance mutations. Development of
new therapies is necessary, also a better understanding of the mechanisms of HCMV
infection during pregnancy. In this work, we used different models of viral infection;
firstly in vitro, in order to test new potential antiviral molecules targeting the
cyclooxygenase 2 enzyme, which is involved in the inflammation process; secondly
an ex vivo model, on first and third trimester placental explants. We also studied the
expression profile of inflammatory cytokines induced by the HCMV infection in this

model.

We have tested new cyclooxygenase 2 inhibitors in vitro. Within them, RG193 shows
a synergistic effect with the maribavir and baicalein, which is promising for potential
dual therapy. Concerning the ex vivo culture model, we could demonstrate the
viability of explants and antiviral efficacy of various molecules on HCMV infection.
Preliminary results on the expression of cytokines in infected placentas show
differences between first and third trimester of pregnancy. However, antiviral tested
appear to have little impact on the regulation of proinflammatory cytokines MCP-1,

TNF- a, IP-10 mRNA during infection.

Keywords: Cytomegalovirus, antiviral compounds, cytokines, placenta



